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In recent years, quantitative 1H NMR (q-1H NMR) has been recognized more and 
more as an innovative quantitative method for organic compounds. However, q-1H NMR 
suffers from a serious problem with 1H signals of analogue impurities overlapping those 
of analytes because the 1H signal areas are quantified within the rather nallow region of 
chemical shifts in usual organic compounds, i.e., 0 ppm to 15 ppm. When water-soluble 
compounds such as amino acids are the analytes, a large 1H signal area of water derived 
from exchangeable 1H nuclei in the analytes may also overlap the 1H signal of the 
analytes. To determine the accurate purity of reference materials of the water-soluble 
compounds, not only the 1H signals of the analogue impurities but also that of the water 
must be completely separated from the 1H signals of the analytes. 
In this dissertation, novel characterization methods of high-purity reference 
materials of water-soluble compounds by q-1H NMR were systematically studied. First, 
the conventional 1H signal separation method by adjustment of pH (pD) of sample 
solvents was precisely improved to determine the accurate purity. When 22 kinds of 
high-purity reference materials of non-protein amino acids were characterized by the 
present method, their purities were able to be determined at 0.59 % to 1.88 % as relative 
expanded uncertainty (k=2) with SI traceability. Next, another precise method was 
developed by adjustment of the solvent composition with deuterium oxide to separate 
the water signal. The method was applied to acylcarnitines which are rapidly 
hydrolyzed in both acidic and basic solutions. When 5 kinds of high-purity reference 
materials of the acylcarnitines were characterized by the method developed, their 
purities were able to be determined at 0.20 % to 0.92 % as relative expanded 
uncertainty (k=2) with SI traceability. Finally, a novel q-1H NMR method combined with 
off-line chromatography was devised as Extended Internal standard method of q-1H 
NMR assisted by Chromatography (EIC). In the EIC, the 1H signal areas of the analytes 
can be quantified accurately even when the chemical shifts of the impurity signals and 
the analyte signals completely overlap. The 1H signals of 4-chlorophenol were not able 
to be separated from those of an impurity, phenol, by the methods mentioned above. 
When a high-purity reference material of 4-chlorophenol was well characterized by the 
EIC, its purity was able to be determined at 0.22 % as relative expanded uncertainty 
(k=2) with SI traceability. The novel methods developed in this study will greatly 






近年、定量 1H NMR は有機化合物の革新的な定量分析法として注目を集めており、JIS








究に取り組んだ。すなわち、溶解液の pH (pD) あるいは組成の変化に基づくシグナル分離
法の高度化と共に、分離能が優れたクロマトグラフィーを新たな形で併用した新規な定量
1H NMR の開発に取り組んだ。高純度標準物質のいずれのキャラクタリゼーションにおい
ても、目標とする水準は相対拡張不確かさ (k=2) で 1 %と設定し、国際単位系 (SI) にト
レーサブルで信頼性の高いキャラクタリゼーションを目指した。本研究は、社会から求め
られる実用標準物質の整備を担うものである。 
本論文は、全 5章で構成される。第 1章では、定量 1H NMRを精確なキャラクタリゼー








ンパク質性アミノ酸類の高純度標準物質に対して、0.59 %～1.88 %の相対拡張不確かさ 





















拡張できる特長を持つことから、クロマトグラフィー支援拡張内標準法  (Extended 
Internal standard method of quantitative 1H nmr assisted by Chromatography; EIC) と
名付けた。EIC をバリデーションした後、EIC による 4-クロロフェノールの高純度標準物
質のキャラクタリゼーションを検討した。その結果、類似不純物であるフェノールのシグ
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(Chemical Abstract Service; CAS) に登録されている有機化合物は数千万に及ぶが[1]、そ
れらの構造決定に用いる代表的な分析手法の一つが核磁気共鳴  (Nuclear Magnetic 
Resonance; NMR) 法である。NMR法は、古くから定性分析法としての面で着目されてい
たが、他の分析手法と比べて感度が低かった。そのため、1961 年にバリアン社から世界最
初の商業機 (60 MHzのNMR装置[2]) が販売されて以来、NMR法は主として定性に必要
なシグナル・ノイズ比 (Signal to Noise ratio; SN比) 向上に注力されてきた。 
またNMR法は、共鳴する核の個数とシグナル面積が比例する。例えば 1H NMR法では、
共鳴する 1H 核の個数と 1H 核由来のシグナル面積が比例する。このことから、異なる種類
の既知量の化合物を定量的に加えた 1H NMRスペクトルを解析することで、未知量の有機



















変化をフーリエ変換してスペクトルを取得する手法 (Pulse Fourier Transform method; 
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定的な見解が目立っていた。そのため、1H 核を対象とする FT-NMR 法による定量分析法 
(Quantitative 1H NMR method; 定量 1H NMR) は、高い精確さを要求しない応用のみに
限定され、その精確さは長い間向上しなかった (図 1.1)。 
近年、定量 1H NMRは、高い精確さが要求される高純度標準物質の値付け (キャラクタ
リゼーション) 手法として実用化している。本序論では、定量 1H NMRに関して、主に精
確さ確保のための注意点と現在の課題を整理する。まず、1.2 では FT-NMR 法の原理につ





































図 1.1 NMR法の発展に伴う定量 1H NMRの歴史 
NMR が初めて観測されたのは 1946年であるが[61]、1963 年には定量 1H NMR による分



































                  (1.2) 
ここで、𝐼は共鳴核のスピン量子数であり、ℎはプランク定数である。表 1.1 に示すように、
1H核が最も高い感度を持っている。 










× 106               (1.3) 
ここで、𝜈refは基準となる化合物が持つ核の共鳴周波数 (単位: Hz) である。1H NMR法で
は、テトラメチルシラン [TMS, Si(CH3)4] の共鳴核のシグナルを基準 (0 ppm) とする。ス
ペクトルの横軸を化学シフトで表すことによって、磁場強度が異なっても同じ化合物のス





ばs オーダー) で照射する。こうすると、パルス照射時間の逆数の 2 倍に相当する周波数
範囲で共鳴する核を一度に励起させることができる[12] (図 1.2)。このパルス状のラジオ波 
(パルス波あるいは単にパルス) を与えた直後から、熱平衡状態へ戻っていく緩和の過程で
は自由誘導減衰 (Free Induction Decay; FID) 信号が観測される。この FID信号をフーリ
エ変換することで、NMR スペクトルが得られる。FT-NMR 法では、①パルス照射による




















表 1.1 NMRを観測可能な代表的な核種 
共鳴周波数は、外部磁場 9.4 Tのときの値を示した。また、共鳴核の感度は核固有の共鳴周
波数に天然存在比を乗じて算出し、1H 核に対する相対値で示した。なお、この表は国立研



















1H 1/2 26.753 400.0 99.98 1
2H 1 4.107 61.4 0.015 1.45×10-6
13C 1/2 6.728 100.6 1.11 1.76×10-4
14N 1 1.934 28.9 99.63 1.01×10-3
15N 1/2 -2.712 40.5 0.37 3.85×10-6
17O 5/2 -3.628 54.2 0.037 1.08×10-5
19F 1/2 25.179 376.3 100 0.83
29Si 1/2 -5.319 79.5 4.7 3.69×10-4














図 1.2 パルス波によって励起される共鳴核の周波数範囲 
F0 はパルス状に成形したラジオ波の周波数である。なお、この図は国立研究開発法人産業
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𝑇1 ≒ 1となる。そのため、(1.5)式より次式が得られる。 































































               (1.7) 
例えば、エタノール (CH3CH2OH) の 1H NMR スペクトルにおいて、メチル基 (-CH3) の
3 個の等価な 1H 核と、メチレン基 (-CH2-) の 2 個の等価な 1H 核に着目する。この場合、










NMR スペクトルは各化合物の NMR スペクトルを足し合わせたものとなる。したがって、
シグナルが重なり合わなければ、複数の化合物を含む試料溶液においても、シグナル面積
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𝑃S               (1.12) 
したがって、化合物 S の純度が既知であるとき、化合物 X の純度を求めることもできる。
このとき、共鳴核のシグナル面積の基準として定量的に加える化合物 S を内標準物質と呼























𝑃S            (1.13) 














図 1.4 内標準法で得られる 1H NMRスペクトル 
農薬 (殺虫剤) として知られる有機化合物であるエトフェンプロックスと、内標準物質であ
る 1,4-BTMSB-d4 (1,4-bis(trimethylsilyl)benzene-d4) を含むアセトン-d6 溶液の測定結果
である。1,4-BTMSB-d4の 1H核のシグナル面積を基準として、エトフェンプロックスを構












































































































と同時に検出する方法もある。これは、ERETIC (Electronic REference To access In vivo 
Concentrationsの略) 法と呼ばれ、擬似的な電気シグナルの面積を基準として対象化合物X
を定量する方法である[21]。ERETIC法は外標準法の一種であり、定量 1H NMRの簡易的









                (1.14) 







                      (1.15) 
ここで、𝑆E′は対象化合物 X の試料溶液を測定した際の ERETIC シグナル面積を示す。
ERETIC 法は、同軸二重管法の利点に加え、ERETIC シグナルを NMR スペクトル上の任
意の化学シフトに挿入できる利点を持つ。そのため、対象化合物 X に合わせて基準とする
化合物 S を選ぶ必要がない。さらに、ERETIC シグナル面積の校正は測定毎に必ずしも行
う必要はないため、迅速かつ簡便に定量測定できる。しかし、ERETIC シグナル面積𝑆Eを
校正する際に用いた基準化合物 S の標準溶液と、対象化合物 X の試料溶液が異なるため、




















に表現する際の専門的指標) として、例えば 1 %を目標と考える。この場合、計量に必要な






















る (図 1.2参照)。この現象はオフレゾナンス効果と呼ばれるが、1H NMR法では有機化合
物のシグナルが観測される範囲が概ね 0 ppm～15 ppmである。そのため、オフレゾナンス









FID 信号をデジタル変換する前に利用されるフィルタ (1.2.2 参照) の設定が、シグナル
面積の正確さに大きな影響を及ぼす。スペクトルの幅 (観測幅: この中央に観測中心が位置
する) を定性的な 1H NMR 測定でしばしば利用される 15 ppm程度に設定した場合、フィ
ルタによる影響は顕著となる。すなわち、SN比の向上を目的として一般に利用される観測
幅の 50 %程度の帯域幅を持つフィルタでは、スペクトルの両端付近におけるシグナル面積




上に折り返され、SN 比の低下を防ぐことができない。そこで、観測幅を 400 ppm に広げ
ることで、シグナル面積と SN比それぞれの低下を防ぐことができる[30]。この場合、観測
幅に対して 50 %程度の帯域幅を持つフィルタを設定しても、観測される化合物のシグナル

















される FID 信号の位相にずれが生じる。その結果、NMR スペクトルにおいてシグナルが











図 1.6 フィルタの利用に伴うシグナル面積の低下 
600 MHzの FT-NMR装置 (バリアン製、Unity Inova-600A) において、観測中心を変化さ
せた場合におけるヘキサメチルジシロキサンの 1H核のシグナル面積の変化を示した。観測
幅は 17 ppm (10000 Hz) であり、フィルタ幅はその 30 % (△)、60 % (◆)、100 % (○) の



































図 1.7 異なる繰返し待ち時間におけるシグナル面積の変化 
600 MHzの FT-NMR装置 (バリアン製、Unity Inova-600A) において、繰返し待ち時間を
変化させた場合におけるトルエン (メチル基) の 1H 核のシグナル面積の変化を示した。各
プロットのバーは繰返し測定の標準偏差を、実線は理論曲線をそれぞれ示す。なお、この






























下を 0.1 %以下まで抑えることができる[27]。ただし、1H NMR法の場合、隣接する 1H核
との相互作用 (J-カップリング) により、シグナルがダブレットやトリプレット等を示すこ
とが多い。このことから、シングレットの半値幅を基準とした積分範囲の設定方法は、必
ずしも実用的ではない。これに加えて、1H NMR法では、1H核が直接結合する 13C核と J-






















































クトル解析それぞれにおいて、適切な実験操作 (1.3.1～1.3.3 参照) を実施しなければなら
ない。この操作によって、純度計算値に生じるバイアスを取り除かねばならない (図 1.8a)。
そのうえで、純度計算値に生じるばらつきを、不確かさという指標を用いて総合的に評価







に寄与する 1分子あたりの 1H核の個数𝐻X, 𝐻Sの不確かさ等の総合的評価が必要である。図
1.9に、定量 1H NMRの典型的な不確かさバジェット (各要因の不確かさの一覧) を示す。
1.3 でこれまで述べてきた点に注意することで、定量 1H NMR による高純度標準物質のキ
ャラクタリゼーションの相対拡張不確かさ (包含係数 k=2であり、95 %の信頼の水準に相












ね 0 ppm～15 ppmである。すなわち、1H核以外の核種 (例えば、13C NMR スペクトルの
場合は概ね 0 ppm～250 ppm) に比べて、化学シフトの範囲が狭い。このために、対象化合
物のシグナルに対する不純物のシグナルが重なりやすい。このことが、定量 1H NMRによ
る高純度標準物質の精確なキャラクタリゼーションにおいて、解決すべき深刻な課題とな
































































































































































































































特長を持つことから、クロマトグラフィー支援拡張内標準法 (Extended Internal standard 
method of quantitative 1H nmr assisted by Chromatography; EIC) と名付けた。EICの
バリデーションを行った後、EIC による 4-クロロフェノールの高純度標準物質のキャラク
タリゼーションを検討した。 
なお、いずれのキャラクタリゼーションにおいても、実用標準物質 (1.5.2 で後述) とし







る (図 1.10)。このとき、国家標準物質は SIにトレーサブルな純度を得るべく、凝固点降下
法や差数法など計量学的に高度な定量分析法 (表 1.2) によるキャラクタリゼーションを行
28 
 
う。そのため、国家標準物質の開発には多くの歳月 (1物質開発するのに 1年以上) が必要
となる。このために、一般の分析者が使用する高純度標準物質 (図 1.10中の実用標準物質) 
の SIへのトレーサビリティは、迅速に確保できなかった。 
定量 1H NMR は、シグナル面積と共鳴する 1H 核の個数が比例する。そのため、異なる
分子間で 1H核の個数の比較を通して、対象化合物の純度を迅速に決定できる。したがって、
1H 核を有する SI へのトレーサビリティが確保された既存の国家標準物質を内標準物質に
用いれば、1H核を有する様々な有機化合物の純度を SIトレーサブルに決定できる。そこで、
一般の分析者が使用する実用標準物質に対して、異なる種類の既存の国家標準物質を内標

































































表 1.2 定量 1H NMR と有機純物質系国家標準物質の主なキャラクタリゼーション手法の
比較 























対象化合物 特に高純度なもの 滴定原理に依存 あらゆるもの 1H核を持つもの
基準となる化合物 不要 必要 必要 必要
相対拡張不確かさ (k=2) 0.1 %以下 約0.1 % 0.1 %以下 1 %以下
迅速性 × △ × 〇











図 1.11 定量 1H NMRを中核とする効率的なトレーサビリティ体系 
1種類の国家標準物質を基準として、定量 1H NMRによって様々な有機化合物のトレーサ












































































































トリウム [DSS-d6、Wako CRM、認証値 0.922 kg/kg ± 0.007 kg/kgあるいは 0.925 kg/kg ± 
0.006 kg/kg (±の後の数字は包含係数 k=2の拡張不確かさ)、富士フイルム和光純薬工業製] 
を用いた。図 2.1に、対象化合物と内標準物質の構造式を示す。溶解液 (本研究では、純溶
媒を含めて溶解液と統一して呼ぶ) として、重水 (D2O、重水素化率 99.8 %、アクロスオー
ガニクス製)、0.1 mol/Lおよび 1 mol/L 重塩酸溶液 [DCl/D2O、CIL製の 20 %の重塩酸溶




















































































































































































ナトリウム溶液 [NaOD/D2O、CIL 製の 30 %の重水酸化ナトリウム溶液 (重水素化率
99.5 %) を上記重水で希釈して調製] を用いた。NMR測定に供する測定試料の調製では、
最小表示 1 gのミクロ天びん (XP56、メトラー・トレド製) あるいは最小表示 0.1 gのウ
ルトラミクロ天びん (XP6U、メトラー・トレド製) を用いた。NMR スペクトルの解析で




ル強度比が同程度となるように 1 mg～4 mgとした。溶解液の添加量は、SN比の観点から
試料の濃度が 1 % (10 mg/mL) を超えるように調節した。なお、試料の溶解度が低い場合
には、十分に溶けるまで同一の溶解液をさらに添加した。NMR測定条件として、一般的な
定性条件 (測定温度：25 ˚C、観測中心：4 ppm、パルス角：45˚、積算回数：128回、繰返
し待ち時間：5 s等) のほか、定量を目的とする場合には既報[39]を参考に、測定温度：25 ˚C、
観測幅：100 ppmあるいは 400 ppm (前者の場合はデジタルフィルタを利用)、パルス角：
90˚、取込み時間：4 s、積算回数：8 回あるいは 32 回、ダミースキャン：1 回あるいは 2
回、13Cデカップリング：あり (MPF8)[77]、試料管スピン：なしを基本条件とした。なお、
繰返し待ち時間の設定にあたっては、インバージョンリカバリー法 (本研究では= 0.5 ms、






正 (アルゴリズムは直線) を行った。このとき、積分範囲は 13Cサテライトのシグナルを基











































に 1 %以上 (ただし、L-アスパラギン一水和物のみ 0.5 %) 溶解した。そこで、これら溶液
について、調製直後と 12時間経過後の 1H NMR スペクトルを比較した。L-グルタミン以外
のアミノ酸類では、両スペクトルは変化せず、重水溶液中で安定であった。一方、L-グルタ
ミンでは、12 時間経過後に不純物のシグナルが増加し、不安定であることがわかった。そ
こで、試料調製直後から 1H NMRスペクトルの変化を追跡した。図 2.2に、DSS-d6を加え

































DL-2-アミノ酪酸 ― ― 〇
（安定）
― ―
4-アミノ酪酸 ― ― 〇
（安定）
― ―
2-アミノエタノール塩酸塩 ― ― 〇
（安定）
― ―































L-シトルリン ― ― 〇
（安定）
― ―
L-グルタミン ― ― 〇
（不安定）
― ―
5-ヒドロキシ-DL-リシン一塩酸塩 ― ― 〇
（安定）
― ―
L-ヒドロキシプロリン ― ― 〇
（安定）
― ―
1-メチル-L-ヒスチジンn水和物 ― ― 〇
（安定）
― ―
3-メチル-L-ヒスチジンn水和物 ― ― 〇
（安定）
― ―

















サルコシン ― ― 〇
（安定）
― ―
















図 2.2 DSS-d6を加えた L-グルタミンの重水溶液の 1H NMRスペクトルとその経時変化 

































した。図 2.3 に、DSS-d6を加えた 1-メチル-L-ヒスチジンの重水溶液の 1H NMR スペクト
ルならびに純度計算値の経時変化を示す。試料調製直後から 12時間経過後では、イミダゾ
ール環の C2位の 1H核から得られる純度計算値は約 15 %減少した。イミダゾールは、イリ




一方、重水に 0.5 %以上溶解しなかった L-トリプトファン、L-2-アミノアジピン酸および
L-シスタチオニンのうち、L-トリプトファンは 0.1 mol/L 重塩酸溶液に 1 %以上溶解し、溶
液中で安定であることが 1H NMR スペクトルからわかった。また、図 2.4 に DSS-d6を加
えた L-2-アミノアジピン酸の 0.1 mol/L 重塩酸溶液における 1H NMRスペクトルの経時変




これらのことから、本研究の 1H NMRスペクトルにおいて約 2.37 ppmで検出されたシグ
ナルは、生成した 6-オキソピペリジン-2-カルボン酸の C5位の 1H核のシグナルである可能
性が高い。ただし、L-2-アミノアジピン酸の環化メカニズムの詳細は明らかでない[84]。一
方、L-2-アミノアジピン酸を 1 mol/L 重塩酸溶液に溶解したところ 1 %以上溶解し、溶液中
では安定であることを 1H NMR スペクトルから見出した。また、L-シスタチオニンの場合
















図 2.3 DSS-d6を加えた 1-メチル-L-ヒスチジンの重水溶液の 1H NMR スペクトル (a) と
その経時変化 (b) 















































図 2.4 DSS-d6を加えた L-2-アミノアジピン酸の 0.1 mol/L 重塩酸溶液の 1H NMRスペク
トルとその経時変化 






































なった。図 2.5に、DSS-d6を加えた 5-ヒドロキシ-DL-リシンの重水溶液における 1H NMR
スペクトルを示す。積分区間 15Hyl (C3位および C4位の 1H核のシグナルを含む) および積
分区間 25Hyl (C6位の 1H核のシグナル) から得られた純度計算値は、それぞれ 0.8037 kg/kg 
± 0.0004 kg/kg、0.8031 kg/kg ± 0.0013 kg/kgとなった。一方、水由来のシグナルに隣
接する積分区間 35Hyl (C2位および C5位の 1H核のシグナルを含む) から得られた純度計算
値は、0.7992 kg/kg ± 0.0018 kg/kg (±の後の数字は、いずれも繰返し測定の標準偏差を
2倍したもの。以下、同様) と約 0.5 %低い値となった。この場合、①低い純度計算値を示
す積分区間 35Hylに対する水由来のシグナルの重なり、あるいは②高い純度計算値を示す積分
区間 15Hylおよび積分区間 25Hylに対する類似不純物のシグナルの重なり、のいずれかが生じて







5 ˚Cへ変更した。その結果、水由来のシグナルは約 0.2 ppm低磁場シフトした。これは、
試料溶液の温度が下がったことにより、水分子中の水素結合する部分が増えたことで、ヒ
ドロキシ基の 1H核の磁気的遮蔽が弱まったことに起因すると考えられる[85]。水由来のシ
グナルが低磁場シフトした結果、積分区間 35Hylから得られる純度計算値は 0.8030 kg/kg ± 
















図 2.5 DSS-d6を加えた 5-ヒドロキシ-DL-リシンの重水溶液の 1H NMRスペクトル 































デカップルをせずに純度評価を行ったが、積分区間 1Aad (C3位、C4位および C5位の 1H核
のシグナルを含む) の 13Cサテライトに、不純物のシグナルが重なった。積分区間 1Aadに生
じるバイアスを取り除くことができないため、積分区間 2Aad (C2位の 1H核のシグナル) の
み精確な純度評価に適する (図 2.4を参照)。 
 





重水酸化ナトリウム溶液を選択した。図 2.6 に、O-ホスホ-L-セリンの重水溶液および 1 
mol/L 重水酸化ナトリウム溶液における 1H NMRスペクトルを示す。溶解液に重水を用い
た場合、水由来のブロードなシグナルの裾に、積分区間 1P-Ser (C2位および C3位の 1H核の
シグナルを含む) が明確に重なった。一方、溶解液に 1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液を
用いたところ、C2 位の 1H 核のシグナルが約 1.0 ppm 高磁場シフトした。また、C3 位の
1H核のシグナルも約 0.55 ppm高磁場シフトした。1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液中で
は、O-ホスホ-L-セリンのアニオン [-23OPOCH2CH(NH2)COO-] が支配的であると考えられ
る。このために、C2 位および C3 位の 1H 核における磁気的遮蔽が強まり、それらシグナ
ルは高磁場シフトしたと考えられる。また、C2 位の 1H 核のシグナルの方が C3 位のそれ




のシグナル同士の分離は不十分だった。そこで、積分区間 1P-Ser (C2位および C3位の 1H核
のシグナルを含む) を設定し、純度計算値を求めた。その結果、O-ホスホ-L-セリンの純度
計算値を 0.9975 kg/kg ± 0.0018 kg/kgと精確に得ることができた。 
 











図 2.6 O-ホスホ-L-セリンの重水溶液および 1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液の 1H NMR
スペクトル 





































算値は 0.9693 kg/kg ± 0.0020 kg/kg、積分区間 2PEA (C1位の 1H核のシグナル) から得ら


















図 2.7に、O-ホスホエタノールアミンの重水溶液、0.1 mol/L 重塩酸溶液および 0.1 mol/L 
重水酸化ナトリウム溶液の 1H NMR スペクトルをそれぞれ示す。0.1 mol/L 重水酸化ナト
リウム溶液は、不純物のシグナル分離が最も良く、約 2.82 ppmおよび約 3.89 ppmにおい
て、類似不純物 Xのシグナルが O-ホスホエタノールアミンのシグナルからそれぞれ分離さ
れた。このことから、溶解液に重水を用いて純度評価したとき、O-ホスホエタノールアミ
ンの C1位および C2位のいずれの 1H核のシグナルにも、類似不純物 Xのシグナルが重な
っていたことがわかった。そこで、溶解液に 0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液を用いて、




0.22 ppmであり、類似不純物Xのシグナルでは約0.02 ppm～約0.04 ppmであった。DSS-d6
の添加に伴うこれら低磁場シフトは、DSS-d6 がスルホン酸塩であるために試料溶液の pD
が低くなり、O-ホスホエタノールアミンおよび類似不純物 X が持つ 1H 核の磁気的遮蔽が
弱まったことに起因すると考えられる。DSS-d6を加えた O-ホスホエタノールアミンの 0.1 
mol/L 重水酸化ナトリウム溶液 (図 2.8 で後示) では、DSS-d6を添加したことで C1 位の







図 2.7 異なる pDの溶解液を用いた O-ホスホエタノールアミンの 1H NMRスペクトル 














































えられる (ただし、pDは実測していない)。図 2.8に、DSS-d6を加えた O-ホスホエタノー
ルアミンの 0.1 mol/Lおよび 1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液の 1H NMRスペクトルをそ
れぞれ示す。1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液では、0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液に
比べて、O-ホスホエタノールアミンのシグナルおよび類似不純物 X のシグナルがそれぞれ
高磁場シフトした。このときの高磁場シフト量は、O-ホスホエタノールアミンのシグナル
では約 0.11 ppm～約 0.22 ppmであり、類似不純物 Xのシグナルでは約 0.03 ppm～約 0.05 
ppm であった。これは、試料溶液の pD が高まったとき、O-ホスホエタノールアミンおよ
び類似不純物 Xが持つ官能基の違いにより、1H核の磁気的遮蔽の強まりに有意な差が生じ
た結果と考えられる。1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液では、C2位の 1H核のシグナル (約
2.75 ppm) の裾に類似不純物 X のシグナル (約 2.81 ppm) が重なった。しかし、C1 位の
1H 核のシグナル (約 3.74 ppm) からは類似不純物 X のシグナル (約 3.87 ppm) が分離さ
れた。 
そこで、溶解液に 1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液を用いたときの積分区間 2PEA (C1位
の 1H核のシグナル) から得られる純度計算値を、溶解液に 0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム
溶液を用いたときの積分区間 1PEA (C2位の 1H核のシグナル) から得られる純度計算値と比
較した。なお、このとき各積分区間内に認められた不純物のシグナル面積は減算したうえ
で、純度計算値を求めた。表 2.2に、各試料溶液から求めた純度計算値を示す。1 mol/L 重
水酸化ナトリウム溶液における積分区間 2PEAから得られる純度計算値と、0.1 mol/L 重水酸
化ナトリウム溶液における積分区間 1PEAから得られる純度計算値は、繰返し測定のばらつき
の範囲内で互いに一致した (表 2.2 参照)。このことから、いずれも精確な純度計算値を示
していると考えられる。 
なお、DSS-d6を加えた O-ホスホエタノールアミンの 0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液
では、O-ホスホエタノールアミンが溶液中で異性化し、そのシグナルが観測された (図 2.8
の 0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液では、約 3.21 ppmおよび約 3.74 ppmのシグナルが
該当)。この場合、O-ホスホエタノールアミンの精確な純度計算値を求めるためには、その
異性体のシグナル面積を O-ホスホエタノールアミンのシグナル面積に合算しなければなら















図 2.8 DSS-d6を加えた O-ホスホエタノールアミンの 0.1 mol/Lおよび 1 mol/L 重水酸化
ナトリウム溶液の 1H NMR スペクトル 



































































1 mol/L NaOD/D2O 0.9555 ± 0.0029 0.9425 ± 0.0026
0.1 mol/L NaOD/D2O 0.9435 ± 0.0028 0.9559 ± 0.0017








0.1 mol/Lおよび 1 mol/L 重塩酸溶液、0.1 mol/Lおよび 1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液
をそれぞれ溶解液として用いて、類似不純物であるカルノシンのシグナル分離を試みた。 
図 2.9 に、DSS-d6を加えた L-アンセリンの重水溶液、0.1 mol/L 重塩酸溶液および 0.1 
mol/L 重水酸化ナトリウム溶液の 1H NMRスペクトルをそれぞれ示す。0.1 mol/L 重塩酸
溶液、重水溶液、0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液の順に、L-アンセリンのシグナルが全
体的に高磁場シフトした。これは、試料溶液の pDが高くなるにつれて、L-アンセリン中の
1H 核の磁気的遮蔽が強まったことに起因すると考えられる。0.1 mol/L 重水酸化ナトリウ
ム溶液では、L-アンセリンのイミダゾール環の C5位の 1H核のシグナル (約 6.77 ppm) か
ら、類似不純物であるカルノシンのイミダゾール環の C5 位の 1H 核のシグナル (約 6.93 
ppm) を分離できた。0.1 mol/L 重塩酸溶液と 0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液を比較す
ると、L-アンセリンのイミダゾール環の C5 位の 1H 核のシグナルは、最大で約 0.55 ppm
高磁場シフトした。また、類似不純物であるカルノシンのイミダゾール環の C5位の 1H核
のシグナルは、約 0.41 ppm高磁場シフトしたと考えられる。0.1 mol/L 重水酸化ナトリウ
ム溶液において、積分区間 2Ans (イミダゾール環の C5位の 1H核のシグナル) に認められる
不純物のシグナル面積を減算した後、L-アンセリンの純度計算値を求めたところ、0.7863 





なお、積分区間 1Ans (b位、a’位およびb’位およびイミダゾール環の C3位の 1H核のシグナ
ル) では、溶解液に 0.1 mol/L 重塩酸溶液および 0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液をそれ
ぞれ用いても、L-アンセリンのシグナルから類似不純物であるカルノシンのシグナルを分離












図2.9 DSS-d6を加えた L-アンセリンの重水溶液ならびに0.1 mol/L 重塩酸溶液および0.1 
mol/L 重水酸化ナトリウム溶液の 1H NMRスペクトル 








































































ンの 0.1 mol/L 重塩酸溶液および L-シスチンの 0.1 mol/L 重塩酸溶液の 1H NMRスペクト
ルをそれぞれ示す。L-シスタチオニンの 0.1 mol/L 重塩酸溶液では、C2 位および C7 位の
1H 核のシグナルが水由来のシグナルの裾に重なった。一方、C3 位、C5 位および C6 位の
1H 核のシグナルは、隣接するシグナル間でのベースライン分離が不十分であった。そのた
め、L-シスタチオニンの純度評価に用いることができる積分区間は、積分区間 1Cys (C3 位、
C5位および C6位の 1H核のシグナルを含む) のみであった。しかしながら、積分区間 1Cys
では、L-シスタチオニンの C3 位の 1H 核のシグナルに類似不純物であるシスチンの C3 位
および C6 位の 1H 核のシグナルが重なることがわかった。ただし、積分区間 1Cysのうち、
L-シスタチオニンの C6 位の 1H 核のシグナルは、類似不純物であるシスチンのシグナルと
化学シフトが最も大きく異なる。このことから、L-シスタチオニンの C6 位の 1H 核のシグ
ナルのみを含む積分区間を設定できる条件を見出せれば、類似不純物であるシスチンのシ
グナルを回避できると考えられる。そこで、溶解液に 0.1 mol/Lおよび 1 mol/L 重水酸化
ナトリウム溶液をそれぞれ用いて、L-シスタチオニンの C6 位の 1H 核のシグナルの高磁場
シフトを試みた。 
図 2.11に、DSS-d6を加えた L-シスタチオニンの 0.1 mol/L 重塩酸溶液および 1 mol/L 重





位の 1H核のシグナルで約 0.88 ppm、C2位の 1H核のシグナルで約 0.86 ppm、C6位の 1H
核のシグナルで約 0.42 ppm、C3位の 1H核のシグナルで約 0.37 ppm、C5位の 1H核のシ
グナルで 0.20 ppmであった。C7位および C2位には、カルボキシイオン (-COO-) とアミ
ノ基 (-NH2) の両者が結合する。このために、C7 位および C2 位の 1H 核は磁気的遮蔽を
より強く受け、最も大きな高磁場シフトを示したと考えられる[48]。一方、C5 位の 1H 核
のシグナルが最も小さな高磁場シフトを示した理由は、C5 位の炭素がカルボキシイオン 




0.9932 kg/kg ± 0.0027 kg/kgと精確に得ることができた。 
なお、溶解液に 0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液を用いた場合、O-ホスホエタノール
アミン (2.3.3.1 参照) の場合と同様、DSS-d6の添加による低磁場シフトが見られた。その













図 2.10 L-シスタチオニンの 0.1 mol/L 重塩酸溶液および L-シスチンの 0.1 mol/L 重塩酸
溶液の 1H NMRスペクトル 


















































図 2.11 DSS-d6を加えた L-シスタチオニンの 0.1 mol/L 重塩酸溶液および 1 mol/L 重水
酸化ナトリウム溶液の 1H NMRスペクトル 



































































































シンボル 要因1) 値 標準不確かさ
純度計算値
への寄与分
試料調製の不確かさ 0.9986 kg/kg 0 kg/kg 0 kg/kg
NMR測定の不確かさ 0.9986 kg/kg 0.00014 kg/kg 0.00014 kg/kg
シグナル間における値の差異の不確かさ 0.9986 kg/kg 0.00025 kg/kg 0.00025 kg/kg
試料用風袋の計量値の不確かさ 23.7705 mg 0.0017 mg 0.00008 kg/kg
(風袋＋試料) の計量値の不確かさ 44.4330 mg 0.0023 mg 0.00011 kg/kg
内標準物質用風袋の計量値の不確かさ 23.9982 mg 0.0017 mg 0.00127 kg/kg
(風袋＋内標準物質) の計量値の不確かさ 25.3320 mg 0.0023 mg 0.00172 kg/kg
対象化合物のシグナル面積の不確かさ 28.7594 included in ―
内標準物質のシグナル面積の不確かさ 4.1833 included in ―
対象化合物のシグナル緩和の不確かさ 1 0.00003 0.00003 kg/kg
内標準物質のシグナル緩和の不確かさ 1 0.00003 0.00003 kg/kg
対象化合物のシグナル面積に対するNMR装置の不確かさ 1 0.00070 0.00070 kg/kg
内標準物質のシグナル面積に対するNMR装置の不確かさ 1 0.00070 0.00070 kg/kg
対象化合物のシグナル面積に寄与する1H数の不確かさ 4 0.00036 0.00009 kg/kg
内標準物質のシグナル面積に寄与する1H数の不確かさ 9 0.00081 0.00009 kg/kg
対象化合物のモル質量の不確かさ 131.131 g/mol 0.007 g/mol 0.00005 kg/kg
内標準物質のモル質量の不確かさ 224.35 g/mol 0.01 g/mol 0.00004 kg/kg
内標準物質の純度の不確かさ 0.925 kg/kg 0.003 kg/kg 0.00324 kg/kg
合成標準不確かさ 0.0042 kg/kg
拡張不確かさ (k=2) 0.0084 kg/kg

















b-アラニン D2O 0.9951 ± 0.0082
L-2-アミノアジピン酸 1 mol/L DCl/D2O 0.9911 ± 0.0172
DL-2-アミノ酪酸 D2O 0.9962 ± 0.0086
4-アミノ酪酸 D2O 0.9908 ± 0.0082
2-アミノエタノール塩酸塩 D2O 0.6256 ± 0.0038
DL-3-アミノイソ酪酸一水和物 D2O 0.8485 ± 0.0072
L-アンセリン硝酸塩 0.1 mol/L NaOD/D2O 0.7863 ± 0.0074
L-アスパラギン一水和物 D2O 0.8787 ± 0.0074
L-カルノシン D2O 0.9922 ± 0.0084
L-シスタチオニン 1 mol/L NaOD/D2O 0.9932 ± 0.0104
L-シトルリン D2O 0.9940 ± 0.0082
L-グルタミン D2O 0.9983 ± 0.0078
5-ヒドロキシ-DL-リシン一塩酸塩 D2O 0.8075 ± 0.0048
L-ヒドロキシプロリン D2O 0.9986 ± 0.0084
1-メチル-L-ヒスチジンn水和物 D2O 0.8971 ± 0.0074
3-メチル-L-ヒスチジンn水和物 D2O 0.8195 ± 0.0070
L-オルニチン一塩酸塩 D2O 0.7847 ± 0.0048
O-ホスホエタノールアミン 1 mol/L NaOD/D2O 0.9425 ± 0.0146
O-ホスホ-L-セリン 1 mol/L NaOD/D2O 0.9975 ± 0.0188
サルコシン D2O 0.9930 ± 0.0076
タウリン D2O 0.9973 ± 0.0058




















決定した純度は SIトレーサブルである。したがって、目標とした 1 %の水準を概ね満足で







を主に検討した。その結果、0.1 mol/Lあるいは 1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液を溶解液
に用いることで、水由来のシグナルのみならず類似不純物のシグナルをも分離できること
を見出した。この方法を中核とした結果、0.59 %～1.88 %の相対拡張不確かさ (k=2) で、








































































一方、定量 1H NMR では、1H NMRスペクトルにおけるシグナル面積が化合物の種類に
依らず、溶液中に含まれる化合物が持つ 1H核の個数にのみ比例する。そのため、対象化合
物とは異なる化合物であって、かつ純度が既知な化合物を内標準物質として用いることが
























NMR 測定には、1H 核の共鳴周波数として 400 MHz の NMR 装置 (JNM-ECS400、日
本電子製) を用いた。試料として、5 種類のアシルカルニチンの高純度標準物質 (いずれも
大塚製薬製) を用いた。内標準物質として、フタル酸水素カリウム (PHP、NMIJ CRM 
3001-b、認証値 0.99991 kg/kg ± 0.00014 kg/kg、産総研計量標準総合センター製) あるい
は 3-(トリメチルシリル)-1-プロパンスルホン酸-d6ナトリウム (DSS-d6、Wako CRM、認証
値 0.923 kg/kg ± 0.008 kg/kg、富士フイルム和光純薬工業製) を用いた。なお、いずれの
内標準物質ともに SI へのトレーサビリティが確保された認証標準物質  (Certified 
Reference Material; CRM) であり、±の後の数字は包含係数 k=2の拡張不確かさを示す。
図 3.1 に、対象化合物と内標準物質の構造式を示す。溶解液として、アセトニトリル-d3 
(CD3CN、重水素化率 99 %、アクロスオーガニクス製)、アセトン-d6 (C3D6O、重水素化率
99.9 %、富士フイルム和光純薬工業製)、1,1,2,2-テトラクロロエタン-d2 (C2D2Cl4、重水素
化率 99.6 %、CIL製)、ジメチルスルホキシド-d6 (C2D6OS、重水素化率 99.9 %、富士フイ
ルム和光純薬工業製)、メタノール-d4 (CD3OD、重水素化率 99.8 %、CIL製)、重水 (D2O、
重水素化率 99.8 %、アクロスオーガニクス製)、0.1 mol/L および 1 mol/L 重塩酸溶液 





































































































0.1 mol/Lおよび 1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液 [NaOD/D2O、CIL製の 30 %の重水酸
化ナトリウム溶液 (重水素化率 99.5 %) を上記重水で希釈して調製] を用いた。NMR測定
に供する測定試料の調製では、最小表示 1 gのミクロ天びん (XP56あるいは QD56、メト
ラー・トレド製) あるいは最小表示 0.1 gのウルトラミクロ天びん (XP6U、メトラー・ト





ル強度比が同程度となるように、PHPの場合は 20 mg程度、DSS-d6の場合は 1.5 mg程度
とした。溶解液の添加量は、SN比の観点から試料の濃度が 1 % (10 mg/mL) を超えるよう
に調節した。なお、試料の溶解度が低い場合には、十分に溶けるまで同一の溶解液をさら
に添加した。NMR測定条件として、一般的な定性条件 (測定温度：25 ˚C、観測中心：4 ppm、
パルス角：45˚、積算回数：128回、繰返し待ち時間：5 s等) のほか、定量を目的とする場
合には既報[39]を参考に、測定温度：25 ˚C、観測中心：6.5 ppmあるいは 4 ppm、観測幅：
400 ppm (デジタルフィルタなし)、パルス角：90˚、取込み時間：4 s、積算回数：32回、
ダミースキャン：1 回あるいは 2 回、13C デカップリング：あり (MPF8)[77]、試料管スピ
ン：なしを基本条件とした。なお、繰返し待ち時間の設定にあたっては、インバージョン
リカバリー法 (本研究では= 0.5 ms、4 s、6.5 s)[78] により、内標準物質のシグナルおよ
び対象化合物のシグナルの縦緩和時間を簡易的に評価した。その後、これらのうち最も長
い縦緩和時間の 10倍以上となるよう、繰返し待ち時間を 60 sとして設定した。スペクトル
解析では、既報[32]を参考にマニュアルで位相補正、積分範囲の設定およびベースライン補
正 (アルゴリズムは直線) を行った。このとき、積分範囲は 13Cサテライトのシグナルを基































メタノール-d4、重水を用いた場合のほか、0.1 mol/L 重塩酸溶液あるいは 0.1 mol/L 重水
酸化ナトリウム溶液に 1 %以上溶解した。また、O-ブチリル-DL-カルニチン塩酸塩、O-イソ
バレリル-DL-カルニチン塩酸塩および O-オクタノイル-DL-カルニチン塩酸塩については、

















図 3.2 に、O-アセチル-L-カルニチンの重水溶液の 1H NMR スペクトルを示す。約 2.10 
ppm において、酢酸と考えられる不純物のシグナルが観測された。当該シグナル強度は、
O-アセチル-L-カルニチンのアセチル基の 1H核のシグナル強度に対して約 0.7 %を示した。



























































































































図 3.2 O-アセチル-L-カルニチンの重水溶液の 1H NMRスペクトル 



























































ppmにはカルニチンの C2位の 1H核のシグナルが、約 3.25 ppmにはカルニチンのトリメ
チルアミノ基の 1H核のシグナルが、約 3.51 ppmにはカルニチンの C4位の 1H核のシグナ
ルが、約 4.69 ppmにはカルニチンの C3位の 1H核のシグナルがそれぞれ観測された。こ
のうち、カルニチンのトリメチルアミノ基の 1H 核のシグナル強度は、O-アセチル-L-カル










チル-L-カルニチンの 0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液の 1H NMRスペクトルとその経時
変化を示す。当該溶液では、O-アセチル-L-カルニチンの重水溶液 (図 3.2 参照) に比べて、
O-アセチル-L-カルニチンのシグナルが高磁場シフトした。このとき、C2位の 1H核のシグ
ナルが最も大きな高磁場シフトを示し、約 0.26 ppmシフトした。0.1 mol/L 重水酸化ナト
リウム溶液中では、O-アセチル-L-カルニチンのカルボキシイオン体が支配的であると考え
られる。このために、カルボキシイオンが結合する C2位の 1H核のシグナルが最も大きな
高磁場シフトを示したと考えられる。0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液では、約 1.92 ppm
において、本検討での加水分解生成物である酢酸のシグナルが観測された。当該シグナル







さらに、O-アセチル-L-カルニチンの 0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液では、本検討で
の加水分解生成物であるカルニチンのシグナルが 4 箇所で観測された。すなわち、約 2.45 
ppmにはカルニチンの C2位の 1H核のシグナルが、約 3.24 ppmにはカルニチンのトリメ
チルアミノ基の 1H核のシグナルが、約 3.44 ppmにはカルニチンの C4位の 1H核のシグナ
ルが、約 4.58 ppm にはカルニチンの C3 位の 1H 核のシグナルがそれぞれ観測された (図
3.3参照)。このうち、カルニチンのトリメチルアミノ基の 1H核のシグナル強度は、O-アセ





図 3.3 O-アセチル-L-カルニチンの 0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液の 1H NMRスペク
トル 
調製直後のスペクトル (黒) と 12時間経過後のスペクトル (灰) を重ね合わせた。なお、水



























































反映された。また、0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液では、重水溶液において約 2.67 ppm、




ナルの高磁場シフトは、C2位の 1H核のシグナルが最も大きく、約 0.22 ppmシフトした。
これは、0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液中において、カルボキシイオンが結合するカル
ニチンの C2位の 1H核のシグナルが、最も強い磁気的遮蔽を受けたという構造的解釈とも





0.1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液には溶解しなかった (表 3.1参照)。また、1 mol/L 重塩





グナル強度は、O-パルミトイル-DL-カルニチンのパルミトイル基の Cb位の 1H 核のシグナ
ル強度に対して約 5.0 %を示した。また、カルニチンと考えられる不純物のシグナルが 4箇
所で観測された。すなわち、約 2.56 ppmにはカルニチンの C2位の 1H核のシグナルが、
約 3.24 ppmにはカルニチンのトリメチルアミノ基の 1H核のシグナルが、約 3.45 ppmに
















図 3.4 O-パルミトイル-DL-カルニチンのメタノール-d4溶液の 1H NMRスペクトル 





























































































積分区間 2Pal (パルミトイル基の Cb位の 1H核のシグナルのほか、C2位、C4位およびトリ
メチルアミノ基の 1H核のシグナルを含む) および積分区間 3Pal (C3位の 1H核のシグナル) 
を設定できた (図 3.4参照)。 
積分区間 2Palでは、積分範囲内に、類似不純物であるパルミチミン酸の C2 位の 1H 核の














のシグナルは大きく低磁場シフトした。その結果、約 5.65 ppmにおいて C3位の 1H核の
シグナルが観測され、類似不純物であるパルミチン酸およびカルニチンのシグナルの影響




















図 3.5  O-アセチル-L-カルニチンのジメチルスルホキシド-d6溶液、メタノール-d4溶液お
よび重水溶液の 1H NMRスペクトルの比較 





































カルニチンそれぞれの 1H NMR スペクトルにおいても同じ傾向が見られ、重水を用いるこ
とで、ターゲットシグナルに対する水由来のシグナルの重なりを解消できることがわかっ
た。また、これら 3種類のアシルカルニチンの場合には、アセトニトリル-d3にも溶解した
ため (3.3.1 参照)、アセトニトリル-d3溶液の 1H NMR スペクトルも検討した。その結果、
水由来のシグナルがブロードになったが、ジメチルスルホキシド-d6を用いたときよりも、


















できた。そこで、重水を 10 %、20 %および 40 %それぞれ加えたメタノール-d4溶液それぞ




水由来のピークトップの 50 %におけるシグナル幅は約 1/4、0.55 %におけるシグナル幅は
約 1/5となった。さらに、重水を 40 %加えたメタノール-d4溶液では、水由来のピークトッ














































































図 3.7に、2つの溶解液で得られた 1H NMRスペクトルをそれぞれ示す。重水を 20 %加
えたメタノール-d4 溶液では、O-パルミトイル-DL-カルニチンの純度計算値として 0.8789 
kg/kg [相対標準偏差 (Relative Standard Deviation; RSD) は 0.26 %] が得られた。一方、
メタノール-d4では、ターゲットシグナルが水由来のブロードなシグナルの裾に重なるため、

















3.3.5 で用いた試料溶液 (重水を 20 %加えたメタノール-d4溶液を溶解液としたもの) に
ついて、基本条件である 25 ˚Cのほか、15 ˚Cおよび 40 ˚Cで 1H NMR測定した。表 3.2に、
各測定温度における水由来のシグナルおよびターゲットシグナルの化学シフト値、ならび
に得られた O-パルミトイル-DL-カルニチンの純度計算値を示す。測定温度が上がるにつれ















図 3.7 DSS-d6を加えたO-パルミトイル-DL-カルニチン溶液の 1H NMRスペクトルの比較 


































































15 4.88 5.64 0.8792 (RSD: 0.09 %)
25 4.79 5.65 0.8789 (RSD: 0.06 %)









き、水由来のピークトップの 0.55 %におけるシグナル幅は、15 ˚Cのときに比べて約 0.84
















図 3.8に、各アシルカルニチンの純度評価用試料溶液の 1H NMRスペクトルをそれぞれ
示す。O-パルミトイル-DL-カルニチン以外のアシルカルニチンでは、純度評価に用いること























図 3.8 各アシルカルニチンの純度評価用試料溶液の 1H NMRスペクトルの比較 
O-パルミトイル-DL-カルニチンでは、重水を 20 %加えたメタノール-d4溶液を溶解液に用い、




































































































































0.8339 ± 0.0025 0.8513 ± 0.0013 0.8610 ± 0.0035 0.8814 ± 0.0023 0.8789 ± 0.0046
B 0.8385 ± 0.0016 0.8542 ± 0.0011 0.8615 ± 0.0009 0.8829 ± 0.0006 0.9141 ± 0.0021
C 0.8318 ± 0.0010 0.8518 ± 0.0011 0.8591 ± 0.0013 0.8832 ± 0.0002 ―



















ターゲットシグナルを含む積分区間 APalのみであった (3.3.3 参照)。なお、類似不純物であ
るパルミチン酸のシグナルが重なる積分区間 BPalより、純度計算値を求めたところ、約 4 %















































































シンボル 要因1) 値 標準不確かさ
純度計算値
への寄与分
NMR測定の不確かさ 0.8329 kg/kg 0.00024 kg/kg 0.00024 kg/kg
シグナル間における値の差異の不確かさ 0.8329 kg/kg 0.00143 kg/kg 0.00143 kg/kg
試料用風袋の計量値の不確かさ 291.102 mg 0.0041 mg 0.00032 kg/kg
(風袋＋試料) の計量値の不確かさ 301.770 mg 0.0050 mg 0.00039 kg/kg
内標準物質用風袋の計量値の不確かさ 302.4971 mg 0.00286 mg 0.00010 kg/kg
(風袋＋内標準物質) の計量値の不確かさ 325.3418 mg 0.00400 mg 0.00015 kg/kg
対象化合物のシグナル面積の不確かさ 31.8707 included in ―
内標準物質のシグナル面積の不確かさ 81.5837 included in ―
対象化合物のシグナル緩和の不確かさ 1 0.00003 0.00002 kg/kg
内標準物質のシグナル緩和の不確かさ 1 0.00003 0.00002 kg/kg
対象化合物のシグナル面積に対するNMR装置の不確かさ 1 0.00070 0.00058 kg/kg
内標準物質のシグナル面積に対するNMR装置の不確かさ 1 0.00070 0.00058 kg/kg
対象化合物のシグナル面積に寄与する1H数の不確かさ 4 0.00018 0.00004 kg/kg
内標準物質のシグナル面積に寄与する1H数の不確かさ 4 0.00018 0.00004 kg/kg
対象化合物のモル質量の不確かさ 203.238 g/mol 0.012 g/mol 0.00005 kg/kg
内標準物質のモル質量の不確かさ 204.222 g/mol 0.006 g/mol 0.00002 kg/kg
内標準物質の純度の不確かさ 0.99991 kg/kg 0.00007 kg/kg 0.00006 kg/kg
合成標準不確かさ 0.0018 kg/kg

































試料 最適溶解液 内標準物質 決定した純度
1) (kg/kg)
±の後ろの数字は拡張不確かさ (k=2) 
O-アセチル-L-カルニチン塩酸塩 D2O PHP 0.8329 ± 0.0036
O-ブチリル-DL-カルニチン塩酸塩 D2O PHP 0.8517 ± 0.0020
O-イソバレリル-DL-カルニチン塩酸塩 D2O PHP 0.8600 ± 0.0032
O-オクタノイル-DL-カルニチン塩酸塩 D2O PHP 0.8825 ± 0.0026








決定した純度は SIトレーサブルである。したがって、目標とした 1 %の水準を満足できる











した結果、0.20 %～0.92 %の相対拡張不確かさ (k=2) で、5種類のアシルカルニチンの高








































































































マトグラフィーである。そのため、GC-FID は EIC の有用性を明らかにするうえで、適し
たクロマトグラフィーである。次いで、GC-FIDを用いた EIC を 4-クロロフェノールの高
純度標準物質のキャラクタリゼーションへ適用した。このとき、EIC の有用性の検討を深
めるために、紫外吸光光度検出 -キャピラリー液体クロマトグラフィー  (Liquid 












図 4.2 に、EIC の操作手順を示す。試料に不純物として含まれる化合物 X が同定されて
いるとき、化合物 X の試薬および内標準物質を含む標準溶液をクロマトグラフィーと定量






































































































を含む試料溶液をクロマトグラフィーで測定する (図 4.2b)。得られる化合物 Xと内標準物
質のピーク面積比および標準溶液で求めておいた相対モル感度から、試料溶液中の不純物 X
と内標準物質の物質量比を求めることができる。このとき、ここで得た物質量比は両者の 1
分子あたりの 1H 核の個数を考慮することで、1H NMR スペクトルにおける不純物 X と内












                  (4.1) 
ここで、(4.1)式における𝐴はクロマトグラムにおけるピーク面積を示し、添え字のstは標準
溶液、Xは化合物 X、ISは内標準物質を示す。 





















                  (4.3) 
𝑅𝑀𝑆は、測定条件が維持される限り物質ごとに固有の値となる。 
次に、化合物 X が不純物として含まれる試料に内標準物質を一定量加えた、試料溶液を
クロマトグラフィーで測定する。不純物 Xと内標準物質のピーク面積比 (𝑅R,sp) および標準
溶液で求めておいた𝑅𝑀𝑆を用いて、(4.4)式から試料溶液中の不純物 X と内標準物質の物質












             (4.4) 
ここで、添え字のspは試料溶液である。このとき、1H NMR スペクトルにおいて、試料溶
液中の不純物Xと内標準物質それぞれのシグナル面積に寄与する1分子あたりの 1H核の個













             (4.5) 
よって、試料溶液を定量 1H NMRで測定することで、1H NMRスペクトルにおける内標準
物質のシグナル面積 (𝑆IS,sp) を介して、(4.6)式から対象化合物のシグナルに重なる不純物 X










× 𝑆IS,sp            (4.6) 
したがって、1H NMRスペクトルで得られる対象化合物と不純物 Xのシグナル面積の総和 
(𝑆a+X,sp) から𝑆X,spを減算することで、対象化合物のシグナル面積 (𝑆a,sp) を正しく求めるこ
とができる。これにより、𝑆a,spを用いて、定量 1H NMRにおける典型式である(4.7)式より













× 𝑃IS,sp          (4.7) 












製) を、内標準物質には SI トレーサビリティが確保された高純度標準物質である 1,4-ビス 
(トリメチルシリル) ベンゼン-d4 (1,4-BTMSB-d4、関東化学製、0.999 kg/kg ± 0.002 kg/kg、

































































構造式を示す。溶解液には、アセトン-d6 (富士フイルム和光純薬工業製、重水素化率 99.9 %) 




た。標準溶液および試料溶液の調製では、最小表示桁 1 gのミクロ天びんおよび 0.1 gの
ウルトラミクロ天びん (メトラー・トレド製、XP56 および XP6U) を用いた。NMR スペ
クトルの解析には、ソフトウェアにMestReNova (MestreLab製、Ver. 7.0.2) を用いた。 
なお、EIC のバリデーションにおいては、溶解液に 1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液 
[CIL製の 30 %の重水酸化ナトリウム溶液 (重水素化率 99.5 %) を重水で希釈して調製] を
用いた。また、内標準物質には SIトレーサビリティが確保された認証標準物質である 3-(ト
リメチルシリル)-1-プロパンスルホン酸-d6ナトリウム (DSS-d6、富士フイルム和光純薬製、





5 mg～10 mgとした。溶解液の添加量は、2 mLとした。定量 1H NMR、GC-FIDおよび
LC-UVによる測定は、表 4.1に示す条件で行った。なお、定量 1H NMRによる測定の際、
繰返し待ち時間の設定にあたっては、インバージョンリカバリー法 (本研究では= 0.5 ms、
4 s、6.5 s)[78] により、対象化合物および内標準物質のシグナルの縦緩和時間を簡易的に
評価した。その後、これらのうち最も長い縦緩和時間の 10倍以上となるよう、繰返し待ち
時間を 60 sとして設定した。また、1H NMRスペクトル解析では、既報[32]を参考にマニ
ュアルで位相補正、積分範囲の設定およびベースライン補正 (アルゴリズムは直線) を行っ





















観測幅 400 ppm (デジタルフィルターなし)
取込み時間 4 s
デカップリング (シーケンス) 13C (MPF8)












DB-WAX UI: 15 m x 0.53 mm i.d., 1.0 m (2CP)
DB-5: 30 m x 0.53 mm i.d., 1.5 m (4CP)
オーブン温度
40 ˚C (0 min) → 3 ˚C/min → 220 ˚C (15 min) (2CP)







分離カラム Inertsil Ph-3: 250 mm x 4.6 mm i.d., 5 m
移動相
(A) 0.1 % H3PO4/H2O, (B) CH3CN








4.4.1 2-クロロフェノールを用いた EICのバリデーション 
4.4.1.1 GC-FIDを用いた EICによる純度評価 
図 4.4に、約 10000 mg/kgのフェノールおよび約 5000 mg/kgの 1,4-BTMSB-d4を含む
標準溶液 (アセトン-d6溶液) のガスクロマトグラムおよび 1H NMRスペクトルを示す。ガ
スクロマトグラム (図 4.4a) および 1H NMR スペクトル (図 4.4b) では、試料由来と考え
られる有意な不純物のシグナルはいずれも認められなかった。ガスクロマトグラムでは、
保持時間が約 21 に 1,4-BTMSB-d4のピークが、約 39 分にフェノールのピークがそれぞれ
検出され、互いにベースライン分離できた。フェノール (Ph) と 1,4-BTMSB-d4 (IS) のピー





















= 2.08932              
より、 
𝑅R,st =
𝑅R1,st + 𝑅R2,st + 𝑅R3,st
3
= 2.08991             
となった。ここで、𝑅R1,st～𝑅R3,stは、それぞれ測定 1回目～測定 3回目で得られたピーク面
積比である。また、1H NMRスペクトルでは、フェノールのシグナルのうち、約 6.80 ppm
に C4 位の 1H 核のシグナルが、約 6.83 ppm に C2 位および C6 位の 1H 核のシグナルが、
約 7.18 ppm に C3 位および C5 位の 1H 核のシグナルが検出された。共鳴効果によるオル






1H 核の個数の比の逆数を用いて、フェノール (Ph) と 1,4-BTMSB-d4 (IS) の物質量比 





















図 4.4 約 10000 mg/kgのフェノールおよび約 5000 mg/kgの 1,4-BTMSB-d4を含む標準溶
液 (アセトン-d6溶液) のガスクロマトグラム (a) および 1H NMRスペクトル (b) 





















































= 4.69194824          
より、 
𝑅M,st =
𝑅M1,st + 𝑅M2,st + 𝑅M3,st
3
= 4.69156897           
となった。ここで、𝑅M1,st～𝑅M3,stは、それぞれ測定 1 回目～測定 3 回目で得られた物質量








≒ 0.4455            
となった。 
また、溶液濃度に対する𝑅𝑀𝑆Phの変動の有無を調べるために、上述した標準溶液をアセト
ン-d6で段階的に希釈した。得られた 3 つの濃度の標準溶液 (①約 1000 mg/kg のフェノー
ルおよび約 500 mg/kgの 1,4-BTMSB-d4を含む標準溶液、②約 100 mg/kgのフェノールお
よび約 50 mg/kgの 1,4-BTMSB-d4を含む標準溶液、③約 50 mg/kgのフェノールおよび約










ルを精確に検量するための指標として、活用できる。本研究では、定量 1H NMR で測定し
た標準溶液 (約 10000 mg/kgのフェノールおよび約 5000 mg/kgの 1,4-BTMSB-d4を含む
もの) が最も信頼性が高いと考え、当該標準溶液より得た𝑅𝑀𝑆Phを用いた。 
図 4.5に、2-クロロフェノールと 1,4-BTMSB-d4を含む試料溶液 (アセトン-d6溶液) のガ
スクロマトグラムおよび 1H NMRスペクトルを示す。ガスクロマトグラムにおいては、保
持時間が約 34 分に 2-クロロフェノールのピークが、約 39 分に類似不純物であるフェノー
ルのピークがそれぞれ検出され、互いにベースライン分離できた (図 4.5a)。フェノール 


































9957 0.4455 ± 0.0008
1117 0.4457 ± 0.0003
118 0.4462 ± 0.0002










図 4.5 2-クロロフェノールおよび1,4-BTMSB-d4を含む試料溶液 (アセトン-d6溶液) のガ
スクロマトグラム (a) および 1H NMRスペクトル (b) 
1H NMRスペクトルでは、アセトンのシグナルを 2.05 ppmとして化学シフトを補正した。 
 
 
















































= 0.0121229             
より、 
𝑅R,sp =
𝑅R1,sp + 𝑅R2,sp + 𝑅R3,sp
3
= 0.0121285           
となった。ここで、𝑅R1,sp～𝑅R3,spは、それぞれ測定 1 回目～測定 3 回目で得られたピーク
面積比である。ピーク面積比 (𝑅R,sp) と標準溶液で求めておいた𝑅𝑀𝑆Phを用いて、4.2.2 で
示した(4.4)式に基づき、試料溶液中の類似不純物であるフェノールと 1,4-BTMSB-d4 の物







× 0.0121285 = 0.02722          
となった。一方、1H NMR スペクトルでは、2-クロロフェノールのシグナルのうち、約 6.85 
ppmにC4位の 1H核のシグナルが、約 7.01 ppmにC6位の 1H核のシグナルが、約7.16 ppm
に C5位の 1H核のシグナルが、約 7.33 ppmに C3位の 1H核のシグナルが検出された (図
4.5b)。電子供与性は、クロロ基に比べてヒドロキシ基の方が強いため、共鳴効果による配
向性はヒドロキシ基によって決定されると考えられる。そのため、オルトパラ配向性によ
って、C4 位および C6 位における電子密度が高まった結果、それら 1H 核の磁気的遮蔽が
強まり、それらシグナルはより高磁場で検出されたと考えられる。しかし、C3 位～C6 位
の 1H核のシグナルは互いにベースライン分離できなかったため、純度評価に用いることが
できる積分区間は 1 つ (図 4.5b 中では積分区間 12CP) のみであった。また、約 6.8 ppm に
おいて、類似不純物であるフェノールの C2 位、C4 位および C6 位の 1H 核のシグナルが、
2-クロロフェノールの C4位の 1H核のシグナルに重なった。さらに、約 7.2 ppmにおいて、
同フェノールの C3 位および C5 位の 1H 核のシグナルが、2-クロロフェノールの C5 位の
1H核のシグナルに重なった。4.2.2で示した(4.5)式に基づき、求めておいた類似不純物であ
るフェノール (Ph) と 1,4-BTMSB-d4 (IS) の物質量比 (𝑅M,sp) に、両者のシグナル面積に寄










= 0.007561          
となった。さらに、4.2.2で示した(4.6)式に基づき、当該シグナル面積比に 1H NMRスペク
トルで求めた 1,4-BTMSB-d4 (IS) のシグナル面積 (𝑆IS1,sp～𝑆IS3,sp) をそれぞれ乗じ、2-クロ















× 𝑆IS3,sp = 0.007561 × 133.359630 = 1.008       
となった。ここで、𝑆IS1,sp～𝑆IS3,spはそれぞれ測定 1 回目～測定 3 回目で得られた
1,4-BTMSB-d4のシグナル面積であり、𝑆Ph1,sp～𝑆Ph3,spはそれぞれ測定 1回目～測定 3回目
で間接的に求めたフェノールのシグナル面積である。したがって、間接的に求めたフェノ
ールのシグナル面積 (𝑆Ph1,sp～𝑆Ph3,sp) それぞれを、1H NMRスペクトルにおける積分区間
12CP (図 4.5b参照) より求めた 2-クロロフェノール (2CP) とフェノール (Ph) のシグナル面
積の総和 (𝑆2CP1+Ph1,sp～𝑆2CP3+Ph3,sp) からそれぞれ減算し、4.2.2 で示した(4.7)式に基づい


























× 0.999           



























× 0.999           



























× 0.999           
= 0.9925                                 
より、 
𝑃2CP,sp =
𝑃2CP1,sp + 𝑃2CP2,sp + 𝑃2CP3,sp
3







定量 1H NMRで 3回ずつ繰返し測定を行った後、上述した手順で 2-クロロフェノールの純
度計算値を求めた。表 4.3 に、計 3 個の 2-クロロフェノールの試料溶液から得た純度計算
値を示す。試料溶液 1 は、純度の計算過程を上述した試料溶液である。試料溶液 1 から得
た純度計算値は 0.9926 kg/kg ± 0.0002 kg/kg、試料溶液 2から得た純度計算値は 0.9933 
kg/kg ± 0.0006 kg/kg、試料溶液 3から得た純度計算値は 0.9926 kg/kg ± 0.0004 kg/kg 
(±の後ろの数字は、各試料溶液における繰返し測定の標準偏差を 2 倍したもの) となり、
2-クロロフェノールの純度計算値を EIC によって再現良く求めることができた。本研究で
は、3 個の試料溶液から得られた全データ (9 つの純度計算値) を平均することで、EIC に
よる2-クロロフェノールの純度計算値を0.9928 kg/kg ± 0.0007 kg/kg (±の後ろの数字は、
9つの全データの標準偏差を 2倍したもの) と定めた。 
 
4.4.1.2 溶解液の pD調節によるシグナル分離法を用いた純度検証 
図 4.6に、DSS-d6を加えた 2-クロロフェノールの 1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液の 1H 
NMR スペクトルを示す。2-クロロフェノールのシグナルのうち、約 6.51 ppm に C4 位の
1H核のシグナルが、約 6.70 ppmに C6位の 1H核のシグナルが、約 7.07 ppmに C5位の
1H核のシグナルが、約 7.28 ppmに C3位の 1H核のシグナルが検出された。2-クロロフェ
ノールのアセトン-d6溶液 (図 4.5b 参照) と比べたときの高磁場シフト量は降順で、C4 位
の 1H 核のシグナルで約 0.34 ppm、C6 位の 1H 核のシグナルで約 0.31 ppm、C5 位の 1H
核のシグナルで約 0.09 ppm、C3位の 1H核のシグナルで約 0.05 ppmであった。1 mol/L 重
水酸化ナトリウム溶液中では、2-クロロフェノラートイオン (C6H4ClO-) が支配的であると
考えられる。O-イオンは、ヒドロキシ基よりも遥かに強い電子供与性を持つ。このために、
強いオルトパラ配向性によって、C4 位および C6 位における電子密度が著しく高まった結
果、それら 1H核の磁気的遮蔽が著しく強まり、それらシグナルは大きく高磁場シフトした
と考えられる。しかし、それでも C3 位～C6 位の 1H 核のシグナルは互いにベースライン
分離できなかったため、純度評価に用いることができるのは積分区間 12CPのみであった。た
だし、類似不純物であるフェノールのシグナルのうち、約 6.60 ppmで C4位の 1H核のシ
グナルが、約 6.63 ppmで C2位および C6位の 1H核のシグナルが、約 7.16 ppmで C3位








































測定1 測定2 測定3 平均値 標準偏差×2
(kg/kg) (kg/kg) (kg/kg)
試料溶液1 0.9926 0.9927 0.9925 0.9926
0.9928
0.0002
0.0007試料溶液2 0.9929 0.9935 0.9933 0.9933 0.0006












図 4.6 DSS-d6 を加えた 2-クロロフェノールの 1 mol/L 重水酸化ナトリウム溶液の 1H 
NMRスペクトル 



























し測定の標準偏差を 2 倍したもの) となり、EIC によって求めた純度計算値である 0.9928 























× 𝑃IS,sp          (4.8) 
その結果、0.0057 kg/kg ± 0.0001 kg/kg (±の後ろの数字は、3回の試料調製の標準偏差




のフェノールと約 5000 mg/kgの 1,4-BTMSB-d4を含む標準溶液 (アセトン-d6溶液) の 1H 
NMR スペクトル (図 4.4b 参照) より、フェノールの試薬の純度計算値を求めたところ、
0.9992 kg/kg ± 0.0003 kg/kg (±の後ろの数字は、3回の繰返し測定の標準偏差を 2倍し
たもの) となった。次に、当該試薬を用いて調製した4つの濃度の標準溶液 (4.4.1.1参照) で
検量線を作成し、2-クロロフェノールと 1,4-BTMSB-d4を含む試料溶液 (アセトン-d6溶液) 
を GC-FID で測定した。その結果、フェノールの含量計算値は 0.0057 kg/kg ± 0.0001 











































































ル面積比 (𝑆Ph,sp/𝑆IS,sp) の不確かさが、支配的要因か否かを調べることができる。表 4.4に、
(4.9)式における不確かさ要因を示す。(4.9)式の右辺の不確かさ要因は、大きく 5 つのカテ
ゴリー (シグナル面積、1H 核の個数、計量値、モル質量および内標準物質の純度) に分け
られる。また、右辺で評価できない要因は、左辺の要因として評価しなければならない。(4.9)









































































































フェノールと 1,4-BTMSB-d4のシグナル面積比 (𝑆Ph,sp/𝑆IS,sp) の不確かさが、2-クロロフェ
ノールの純度計算値へ与える寄与分は、相対標準不確かさで 0.0008 %となった。これは、
1,4-BTMSB-d4 のモル質量の不確かさが 2-クロロフェノールの純度計算値へ与える寄与分 













まず、約 10000 mg/kgのフェノールおよび約 5000 mg/kgの 1,4-BTMSB-d4を含む標準
溶液 (アセトン-d6 溶液) を改めて調製し、定量 1H NMR により、フェノール (Ph) と
1,4-BTMSB-d4 (IS) のシグナル面積比を求めた。当該シグナル面積比と各シグナル面積に寄
与する1分子あたりの 1H核の個数の比の逆数を用いて、フェノール (Ph) と1,4-BTMSB-d4 







































= 4.6611876          
より、 
𝑅′M,st =
𝑅′M1,st + 𝑅′M2,st + 𝑅′M3,st
3
= 4.6612707           
となった。ここで、𝑅′M1,st～𝑅′M3,stは、それぞれ測定 1回目～測定 3回目で得られた物質量
比である。次に、当該標準溶液をアセトンで 10倍希釈し、GC-FIDで測定した。ガスクロ
























= 2.07788155             
より、 
𝑅′R,st =
𝑅′R1,st + 𝑅′R2,st + 𝑅′R3,st
3
= 2.07563605            
となった。ここで、𝑅′R1,st～𝑅′R3,stは、それぞれ測定 1 回目～測定 3 回目で得られたピーク
面積比である。なお、4.4.1.1において、約 10000 mg/kgのフェノールおよび約 5000 mg/kg
の 1,4-BTMSB-d4を含む標準溶液 (アセトン-d6溶液) を GC-FID で測定したとき、溶液濃
度が高すぎると、繰返し測定の精度が損なわれることが見出された (表 4.2 参照)。そのた
め、定量 1H NMRで測定した標準溶液を希釈し、GC-FIDで測定している。1,4-BTMSB-d4








≒ 0.4453            





図 4.8に、4-クロロフェノールと 1,4-BTMSB-d4を含む試料溶液 (アセトン-d6溶液) のガ
スクロマトグラムおよび 1H NMRスペクトルを示す。ガスクロマトグラムでは、保持時間
が約 29 分に 4-クロロフェノールのピークが、約 19 分に類似不純物であるフェノールのピ
ークが、約 28 分に類似不純物である 2,4-ジクロロフェノールのピークが、約 30 分に類似
不純物である 2,6-ジクロロフェノールのピークがそれぞれ検出され、互いにベースライン分






















図 4.8 4-クロロフェノールおよび1,4-BTMSB-d4を含む試料溶液 (アセトン-d6溶液) のガ
スクロマトグラム (a) および 1H NMRスペクトル (b) 
1H NMRスペクトルでは、アセトンのシグナルを 2.05 ppmとして化学シフトを補正した。 
 
 







































= 0.00118476             
より、 
𝑅′R,sp =
𝑅′R1,sp + 𝑅′R2,sp + 𝑅′R3,sp
3











× 0.00118633 = 0.002664         
となった。一方、1H NMR スペクトルでは、4-クロロフェノールのシグナルのうち、約 6.84 





る。しかし、C2 位および C6 位の 1H 核のシグナルと、C3 位および C5 位の 1H 核のシグ
ナルは互いにベースライン分離できなかった。そのため、純度評価に用いることができる
積分区間は、1つ (図 4.8b中では積分区間 14CP) のみであった。当該積分区間内には、類似
不純物である2,6-ジクロロフェノールのシグナルのうち、C4位の 1H核のシグナルは約 6.90 
ppm で、C3 位および C5 位の 1H 核のシグナルは約 7.35 ppm で、それぞれ認められた。
さらに、類似不純物である 2,4-ジクロロフェノールのシグナルのうち、C6位のシグナルは
約 7.03 ppmで、C3位のシグナルは約 7.39 ppmで、それぞれ認められた。これら不純物
のシグナル面積は、1H NMRスペクトル上でそれぞれ減算した。しかし、2,4-ジクロロフェ
ノールの C5位のシグナル (1H核 1個分) が、約 7.2 ppmで 4-クロロフェノールのシグナ




4.2.2で示した(4.5)式に基づき、求めておいたフェノール (Ph) と 1,4-BTMSB-d4 (IS) の
物質量比 (𝑅′M,sp) に、両者のシグナル面積に寄与する 1分子あたりの 1H核の個数の比の逆













トルで求めた 1,4-BTMSB-d4 (IS) のシグナル面積 (𝑆′IS1,sp～𝑆′IS3,sp) をそれぞれ乗じ、フェ












× 𝑆′IS3,sp = 0.0007400 × 110.973649 = 0.08212       
となった。ここで、𝑆′IS1,sp～𝑆′IS3,spはそれぞれ測定 1 回目～測定 3 回目で得られた
1,4-BTMSB-d4のシグナル面積であり、𝑆′Ph1,sp～𝑆′Ph3,spはそれぞれ測定 1 回目～測定 3 回
目で間接的に求めた類似不純物であるフェノールのシグナル面積である。したがって、間
接的に求めたフェノールのシグナル面積 (𝑆′Ph1,sp～𝑆′Ph3,sp) それぞれを、積分区間 14CP (図
4.8b 参照) より求めた、4-クロロフェノール (4CP) とフェノール (Ph) のシグナル面積の
総和 (𝑆4CP1+Ph1,sp～𝑆4CP3+Ph3,sp) からそれぞれ減算し、4.2.2 で示した(4.7)式に基づいて 4-
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× 0.999          
= 0.9947                                   
より、 
𝑃4CP,sp =
𝑃4CP1,sp + 𝑃4CP2,sp + 𝑃4CP3,sp
3







定量 1H NMRで 3回ずつ繰返し測定を行った後、上述した手順で 4-クロロフェノールの純
度計算値を求めた。表 4.5 に、計 3 個の 4-クロロフェノールの試料溶液から得た純度計算
値を示す。試料溶液 1 は、純度の計算過程を上述した試料溶液である。試料溶液 1 から得
た純度計算値は 0.9947 kg/kg ± 0.0004 kg/kg、試料溶液 2から得た純度計算値は 0.9954 
kg/kg ± 0.0010 kg/kg、試料溶液 3から得た純度計算値は 0.9947 kg/kg ± 0.0002 kg/kg 
(±の後ろの数字は、各試料溶液における繰返し測定の標準偏差を 2 倍したもの) となり、
4-クロロフェノールの純度計算値を EIC によって再現良く求めることができた。本研究で
は、3個の試料溶液から得られた全データ (9つの純度計算値) を平均することで、GC-FID
を用いた EIC による 4-クロロフェノールの純度計算値を 0.9949 kg/kg ± 0.0009 kg/kg 
(±の後ろの数字は、9つの全データの標準偏差を 2倍したもの) と定めた。 





















た 4-クロロフェノールの純度は SIトレーサブルである。したがって、目標とした 1 %の水



































測定1 測定2 測定3 平均値 標準偏差×2
(kg/kg) (kg/kg) (kg/kg)
試料溶液1 0.9945 0.9949 0.9947 0.9947
0.9949
0.0004
0.0009試料溶液2 0.9950 0.9953 0.9959 0.9954 0.0010
















シンボル 要因1) 値 標準不確かさ
純度計算値
への寄与分
試料調製の不確かさ 0.9949 kg/kg 0.00020 kg/kg 0.00020 kg/kg
NMR測定の不確かさ 0.9949 kg/kg 0.00011 kg/kg 0.00011 kg/kg
試料用風袋の計量値の不確かさ 25.371 mg 0.002 mg 0.00012 kg/kg
(風袋＋試料) の計量値の不確かさ 45.871 mg 0.003 mg 0.00015 kg/kg
1,4-BTMSB-d4用風袋の計量値の不確かさ 23.8216 mg 0.0019 mg 0.00019 kg/kg
(風袋＋1,4-BTMSB-d4) の計量値の不確かさ 33.7617 mg 0.0026 mg 0.00026 kg/kg





Phと1,4-BTMSB-d4のシグナル面積比の不確かさ 0.000663 0.000002 0.000003 kg/kg
4CPのシグナル緩和の不確かさ 1 0.00003 0.00003 kg/kg
1,4-BTMSB-d4のシグナル緩和の不確かさ 1 0.00003 0.00003 kg/kg
4CPのシグナル面積に寄与する1H数の不確かさ 4 0.00036 0.00009 kg/kg
1,4-BTMSB-d4のシグナル面積に寄与する1H数の不確かさ 18 0.00162 0.00009 kg/kg
4CPのモル質量の不確かさ 128.56 g/mol 0.01 g/mol 0.00008 kg/kg
1,4-BTMSB-d4のモル質量の不確かさ 226.502 g/mol 0.013 g/mol 0.00006 kg/kg
1,4-BTMSB-d4の純度の不確かさ 0.999 kg/kg 0.001 kg/kg 0.00100 kg/kg
合成標準不確かさ 0.0011 kg/kg





度標準物質に対する GC-FID を用いた EIC による SI トレーサブルなキャラクタリゼーシ
ョンを実現できた。 
 
4.4.2.2 LC-UVを用いた EICによるキャラクタリゼーション 
4.4.2.1において GC-FIDで測定した、約 1000 mg/kgのフェノールおよび約 500 mg/kg
の 1,4-BTMSB-d4を含む標準溶液 (アセトン溶液) を LC-UVで測定した。得られた液体ク
ロマトグラムに、試料由来の不純物の有意なピークは認められなかった。フェノール (Ph) 






















= 1.6157727              
より、 
𝑅′′R,st =
𝑅′′R1,st + 𝑅′′R2,st + 𝑅′′R3,st
3
= 1.6148815             
となった。ここで、𝑅′′R1,st～𝑅′′R3,stは、それぞれ測定 1回目～測定 3回目で得られたピーク
面積比である。液体クロマトグラムにおける、1,4-BTMSB-d4に対するフェノールの相対モ







≒ 0.3464            
となった。ここで、GC-FIDで得た相対モル感度は 0.4453 (4.4.2.1参照) であり、LC-UV
で得た相対モル感度は、それより約 22 %低い値となった。これは、検出器ごとの相対感度
の違いに起因している。 
また、4-クロロフェノールと 1,4-BTMSB-d4を含む試料溶液 1 (4.4.2.1 参照) を LC-UV
で測定した。図 4.9に、試料溶液 1の液体クロマトグラムを示す。保持時間が約 18分に 4-
クロロフェノールのピークが、約 11 分に類似不純物であるフェノールのピークが、約 23
分に類似不純物である 2,6-ジクロロフェノールのピークが、約 24 分に類似不純物である
2,4-ジクロロフェノールのピークがそれぞれ検出され、互いにベースライン分離できた。フ























































= 0.000933315             
より、 
𝑅′′R,sp =
𝑅′′R1,sp + 𝑅′′R2,sp + 𝑅′′R3,sp
3
= 0.000934447           
となった。ここで、𝑅′′R1,sp～𝑅′′R3,spは、それぞれ測定 1 回目～測定 3 回目で得られたピー
ク面積比である。得られたピーク面積比 (𝑅′′R,sp) と標準溶液で求めておいた𝑅𝑀𝑆′Phを用い
て、4.2.2で示した(4.4)式に基づき、試料溶液 1中のフェノールと 1,4-BTMSB-d4の物質量







× 0.000934447 = 0.002698         
となった。GC-FID で求めた当該物質量比は 0.002664 (4.4.2.1 を参照) であり、両者の偏
差は約 1 %であった。LC-UVの繰返し測定における精度が、相対標準偏差で 1 %弱であっ
たことを考慮すると、各手法で得られた物質量比に有意な差はないと考えられる。4.2.2 で
示した(4.5)式に基づき、求めたおいたフェノール (Ph) と 1,4-BTMSB-d4 (IS) の物質量比 
(𝑅′′M,sp) に、両者のシグナル面積に寄与する 1分子あたりの 1H核の個数の比の逆数を乗じ、









= 0.0007494           
となった。さらに、4.2.2で示した(4.6)式に基づき、当該シグナル面積比に 1H NMRスペク
トルで求めた 1,4-BTMSB-d4 (IS) のシグナル面積 (𝑆′IS1,sp～𝑆′IS3,sp) をそれぞれ乗じ、フェ












× 𝑆′IS3,sp = 0.0007494 × 110.973649 = 0.08316       
となった。ここで、𝑆′′Ph1,sp～𝑆′′Ph3,spはそれぞれ測定 1回目～測定 3回目で間接的に求めた
類似不純物であるフェノールのシグナル面積である。したがって、間接的に求めたフェノ
ールのシグナル面積 (𝑆′′Ph1,sp～𝑆′′Ph3,sp) それぞれを、積分区間 14CP (図 4.8b参照) より求め
た 4-クロロフェノール (4CP) とフェノール (Ph) のシグナル面積の総和 (𝑆4CP1+Ph1,sp～
𝑆4CP3+Ph3,sp) からそれぞれ減算し、4.2.2で示した(4.7)式に基づいて 4-クロロフェノールの
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× 0.999          
= 0.9947                                   
より、 
𝑃′4CP,sp =
𝑃′4CP1,sp + 𝑃′4CP2,sp + 𝑃′4CP3,sp
3
= 0.9947 kg/kg          
となった。ここで、𝑃′4CP1,sp～𝑃′4CP3,spは、それぞれ測定 1 回目～測定 3 回目で得られた純
度計算値である。 
同様の手順で、試料溶液 2 および試料溶液 3 (4.4.2.1 参照) から、LC-UV を用いた EIC
によって 4-クロロフェノールの純度計算値を求めた。表 4.7 に、計 3 個の 4-クロロフェノ
ールの試料溶液から得た純度計算値を示す。試料溶液 1から得た純度計算値は 0.9947 kg/kg 
± 0.0004 kg/kg、試料溶液 2から得た純度計算値は 0.9954 kg/kg ± 0.0010 kg/kg、試料
溶液 3から得た純度計算値は 0.9947 kg/kg ± 0.0002 kg/kg (±の後ろの数字は、各試料溶
液における繰返し測定の標準偏差を 2 倍したもの) となり、LC-UV を用いた場合でも、4-
クロロフェノールの純度計算値を再現良く求めることができた。本研究では、3個の試料溶
液から得られた全データ (9 つの純度計算値) を平均することで、LC-UV を用いた EIC に
よる4-クロロフェノールの純度計算値を0.9949 kg/kg ± 0.0009 kg/kg (±の後ろの数字は、
9つの全データの標準偏差を 2倍したもの) と定めた。 
4.4.2.1 で示した方法で、純度計算値の不確かさを求めたところ、LC-UV を用いた EIC
による 4-クロロフェノールの純度を 0.9949 kg/kg ± 0.0022 kg/kg (±の後ろの数字は、包




































測定1 測定2 測定3 平均値 標準偏差×2
(kg/kg) (kg/kg) (kg/kg)
試料溶液1 0.9945 0.9949 0.9947 0.9947
0.9949
0.0004
0.0009試料溶液2 0.9950 0.9953 0.9959 0.9954 0.0010








また、SI トレーサブルであると宣言するための要件 (4.4.2.1 参照) も満たしており、
LC-UVを用いた EICで決定した 4-クロロフェノールの純度は SIトレーサブルである。し
たがって、目標とした 1 %の水準を十分に満足できる、0.22 %の相対拡張不確かさ (k=2) で、
4-クロロフェノールの高純度標準物質に対する LC-UVを用いた EICによる SIトレーサブ
ルなキャラクタリゼーションを実現できた。さらに、GC-FIDを用いた EIC による SIトレ
ーサブルなキャラクタリゼーション結果 (0.9949 kg/kg ± 0.0022 kg/kg) とも一致するこ



















































































確かさ (k=2) で SIトレーサブルなキャラクタリゼーションを実現させた。 
そして、以上の方法でも類似不純物であるフェノールをシグナル分離できない 4-クロロ
フェノールを対象として、クロマトグラフィーによって類似不純物のシグナルの重なりを
除去できる新規な定量 1H NMRである、クロマトグラフィー支援拡張内標準法 (EIC) を開
発した。EIC では、汎用的なガスクロマトグラフィーおよび液体クロマトグラフィーを問
わず、たとえ化学シフトが完全に重なる類似不純物であっても、そのシグナルの重なりを
除去できることを明らかにした。GC-FID および LC-UV それぞれを用いた EIC を 4-クロ
ロフェノールの高純度標準物質へ適用した結果、いずれにおいても 4-クロロフェノールと
化学シフトが完全に一致するフェノールのシグナルの重なりを除去し、0.9949 kg/kg ± 
0.0022 kg/kg (k=2) と SIトレーサブルなキャラクタリゼーションが実現された。したがっ
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1H NMR 分光法による純度測定の不確かさ評価 ～浮力が分析値へ与える影響の評価～ 
斎藤直樹 




 核磁気共鳴 (Nuclear Magnetic Resonance; NMR) 分光法のうち，1H NMR 分光法は有機合成化学の研究をはじめとして
有機化合物の構造決定に最も古くから用いられてきた手法であるが，近年では精確な定量分析法として当グループにより
実用化され 1)，様々な分野においてその活用が急速に普及している。当グループではこれまで，実用化した 1H NMR 法に
よる定量分析 (以下，定量 NMR) 法を主力として ISO/IEC 17025 に基づく有機標準物質の純度校正サービス等を展開して
おり，これに加えて著者は本法の精確さや利便性など基礎技術力を向上させると共に本法を適用できる物質の範囲を拡大
することで，校正技術としての定量 NMR 法を高度化する研究を担当している 2)-4)。 
本事例研究では，定量 NMR 法の基礎技術力向上のための取り組みの一環として本法の不確かさ評価を充実させるため
に，本法による純度測定の際に活用してきたバジェットシートの見直しを実施した。このとき，著者が再検討の必要性を
感じてきた主に 4 つの要因について，不確かさ評価方法等を見直した (①分析対象成分および定量用基準物質の信号面積
の不確かさ，②NMR 装置に起因する分析対象成分および定量用基準物質の信号面積低下の不確かさ，③試料調製の再現
性および測定の繰返し性に起因する不確かさ，④分析対象成分の複数の信号間における値の差異に起因する不確かさ)。 










  定量 NMR 法では，分析対象成分と純度既知の定量用基準物質が溶解する試料溶液を調製・測定し，得られる 1H NMR
スペクトルを解析して両者の信号面積をそれぞれ算出し比較することで，分析対象成分の純度を精確に求めることができ
る (図 1)。測定対象量は分析対象成分の純度 (kg/kg) である。 
 
図 1 分析対象成分と定量用基準物質が溶解する試料溶液を測定して得られる 1H NMR スペクトルの模式図 
NMR 分光法は，原子核 (例えば 1H 核) に固有の共鳴周波数に相当するエネルギーを電磁波として与えた場合のエネルギ
ーの吸収・放出現象 (共鳴現象) を観測するものである。このとき，同じ 1H 核であっても，官能基 (例えば，-CH3，-CH2，












図 2 a)高分解能の電子天びん(最小表示 0.1 g のウルトラミクロ天びん) と b)試料溶液の調製に用いる実験器具の写真 
b) 左から，分析試料 (あるいは標準物質) を採取するための風袋とスパーテルおよびピンセット (これらは分析試料と標
準物質ごとに別々に用意)，分析試料および標準物質が溶解する試料溶液を調製するためのバイアル，調製した試料溶液
を分注するためのパスツールピペットおよび分注器，さらには試料溶液を測定するために分注する NMR 試料管である。 
 
手順１）分析試料のはかり取り 
 まず，分析試料用の風袋の質量 (mg) を精密にはかり取る。その後，この分析試料用の風袋に分析試料を例えば 20 mg
程度採取し，分析試料＋風袋の質量 (mg) を精密にはかり取り，これを風袋ごとバイアルへ入れる。なお，両者の質量の
差し引きを分析試料の質量 (mg) とする。 
 
手順２）標準物質のはかり取り 
まず，標準物質用の風袋の質量 (mg) を精密にはかり取る。その後，この標準物質用の風袋に標準物質を例えば 1.5 mg
程度採取し，標準物質＋風袋の質量 (mg) を精密にはかり取り，これを風袋ごと手順１）で用いたバイアルへ入れる。な




その後，この試料溶液を測定するための NMR 管に，分注器を用いて適量分注する。 
 
手順４）測定およびスペクトル解析 
 まず，試料溶液の測定および得られた NMR スペクトルの解析は，試料溶液ごとにあらかじめ最適化した条件で行う。
その後，得られた分析対象成分と定量用基準物質の信号面積 (実測値) を用いて，分析対象成分の純度を算出する。 
 
なお，このとき図 3 に示すように，試料調製の再現性を評価するために手順１）～手順３）の同様の操作を 3 回程度行
う。また，測定の繰返し性を評価するために試料溶液ごとに 3 回程度繰返し測定を行う。さらに，得られた NMR スペク
トルにおいて分析対象成分の複数の信号間における値の差異を評価するために，信号ごとに純度を算出する (信号ごとの
純度の比較により値の相互検証が可能)。いずれの信号も有意な差がなく妥当な値を示していると判断できる場合，全て
の信号を採用し，全データ (試料調製数×繰返し測定数×採用信号数) の平均値を分析値とする。 
 
a) b) 


























SP   (1) 
 
Pa: 分析対象成分の純度 (kg/kg) 
Sa: 分析対象成分の信号面積 
Sis: 定量用基準物質の信号面積 
Ha: 分析対象成分の信号面積に寄与する 1H 核の個数 
His: 定量用基準物質の信号面積に寄与する 1H 核の個数 
Ma: 分析対象成分のモル質量 (g/mol) 
Mis: 定量用基準物質のモル質量 (g/mol) 
WAS: 分析試料 (分析対象成分を含む) の質量 (mg) 
WRM: 標準物質 (定量用基準物質を含む) の質量 (mg) 









 NMR 測定では，様々な周波数成分を含むパルス照射によって，広い周波数範囲の同一種の共鳴核 (例えば 1H 核) を一
斉に励起した後，これらがそれぞれ基底状態に緩和するまでに放出されるエネルギーを信号としてそれぞれ観測する。こ
のとき，パルス照射および信号の観測を繰り返すこと (積算) で SN 比を高めることができるが，積算ごとに待ち時間 (繰
返し待ち時間) が必要であり，縦緩和時間に対して繰返し待ち時間を短く設定すると得られるスペクトル上で信号面積が
本来得られるべきものより低下してしまう。このような共鳴現象に起因する信号面積の低下の不確かさのこと。 











４）分析対象成分および定量用基準物質の信号面積に寄与する 1H 核の個数の不確かさ 







 用いた電子天びんの校正の不確かさを考慮した分析試料用の風袋および (分析試料＋風袋) の質量，また標準物質用の


























その他の要因は影響が小さいと考え，無視する。なお，上記の要因を特性要因図として示した結果を図 4 に示す。 
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図 4 特性要因図 
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SP  (3) 
ここで， 
Pa: 分析対象成分の純度 (kg/kg) 
Saa: 分析対象成分の信号面積 (実測値) 
Sas: 共鳴現象に起因する分析対象成分の信号面積の低下に伴う偏り 
Sai: NMR 装置に起因する分析対象成分の信号面積の低下に伴う偏り 
Sisa: 定量用基準物質の信号面積 (実測値) 
Siss: 共鳴現象に起因する定量用基準物質の信号面積の低下に伴う偏り 
Sisi: NMR 装置に起因する定量用基準物質の信号面積の低下に伴う偏り 
Ha: 分析対象成分の信号面積に寄与する 1H 核の個数 
His: 定量用基準物質の信号面積に寄与する 1H 核の個数 
Ma: 分析対象成分のモル質量 (g/mol) 
Mis: 定量用基準物質のモル質量 (g/mol) 
Wt1: 分析試料 (分析対象成分を含む) 用の風袋の質量 (mg) 
Wt2: 標準物質 (定量用基準物質を含む) 用の風袋の質量 (mg) 
WAS+t1: 分析試料 (分析対象成分を含む) ＋風袋の質量 (mg) 
WRM+t2: 標準物質 (定量用基準物質を含む) ＋風袋の質量 (mg) 
KAS: 分析試料 (分析対象成分を含む) の質量の浮力補正係数 (単位質量あたりの補正量, mg) 
KRM: 標準物質 (定量用基準物質を含む) の質量の浮力補正係数 (単位質量あたりの補正量, mg) 
: 空気密度 (g/cm3) 
d: ステンレス製標準分銅の密度 (g/cm3) 
dAS: 分析試料 (分析対象成分を含む) の密度 (g/cm3) 
dRM: 標準物質 (定量用基準物質を含む) の密度 (g/cm3) 
f: 浮力に関するファクター 
Pis: 定量用基準物質の純度 (kg/kg) 
ɛprep: 試料調製の再現性に起因する純度の偏差 (kg/kg) 
ɛrep: 測定の繰返し性に起因する純度の偏差 (kg/kg) 
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uc (Pa): 定量 NMR 法による分析対象成分の純度 (分析値) の合成標準不確かさ (kg/kg) 
u(Saa): 分析対象成分の信号面積 (実測値) の標準不確かさ 
u(Sas): 共鳴現象に起因する分析対象成分の信号面積の低下の標準不確かさ 
u(Sai): NMR 装置に起因する分析対象成分の信号面積の低下の標準不確かさ 
u(Sisa): 定量用基準物質の信号面積 (実測値) の標準不確かさ 
u(Siss): 共鳴現象に起因する定量用基準物質の信号面積の低下の標準不確かさ 
u(Sisi): NMR 装置に起因する定量用基準物質の信号面積の低下の標準不確かさ 
u(Ha): 分析対象成分の信号面積に寄与する 1H 核の個数の標準不確かさ 
u(His): 定量用基準物質の信号面積に寄与する 1H 核の個数の標準不確かさ 
u(Ma): 分析対象成分のモル質量の標準不確かさ (g/mol) 
u(Mis): 定量用基準物質のモル質量の標準不確かさ (g/mol) 
u(Wt1): 分析試料 (分析対象成分を含む) 用の風袋の質量の標準不確かさ (mg) 
u(Wt2): 標準物質 (定量用基準物質を含む) 用の風袋の質量の標準不確かさ (mg) 
u(WAS+t1): 分析試料 (分析対象成分を含む) ＋風袋の質量の標準不確かさ (mg) 
u(WRM+t2): 標準物質 (定量用基準物質を含む) ＋風袋の質量の標準不確かさ (mg) 
u(dAS): 分析試料 (分析対象成分を含む) の密度の標準不確かさ (g/cm3) 
u(dRM): 標準物質 (定量用基準物質を含む) の密度の標準不確かさ (g/cm3) 
u(f): 浮力に関するファクターの標準不確かさ 
u(Pis): 定量用基準物質の純度の標準不確かさ (kg/kg) 
u(ɛprep): 試料調製の再現性に起因する標準不確かさ (kg/kg) 
u(ɛrep): 測定の繰返し性に起因する標準不確かさ (kg/kg) 










６-１ 分析対象成分および定量用基準物質の信号面積 (実測値) の標準不確かさ 
６-１-１ 不確かさ評価方法 
 本事例研究では，分析対象成分および定量用基準物質の信号面積 (実測値) のばらつきは，測定の繰返し性に起因する
不確かさに含まれると考えた。そのため，両信号面積 (実測値) の不確かさはそれぞれ別途評価しないこととした。 










 縦緩和時間の 10 倍以上の繰返し待ち時間を設定すると，本来得られるべき信号面積を 1 とした場合に，得られる信号
面積は理論的には 0.99995 以上となる。そこで，Sas および Siss の典型値を 1 として，半幅を (1-0.99995) とした一様分布
を仮定し不確かさを算出した。 
 
     00003.03
99995.01
issas  SuSu   
 
６-３ NMR 装置に起因する分析対象成分および定量用基準物質の信号面積の低下の標準不確かさ 
６-３-１ 不確かさ評価方法 






 スペクトル幅を 400 ppm と設定し，特定の試料溶液 (分析対象成分と定量用基準物質を含む) を用いてフィルタの影響




ベンゼン-d4 を含む試料溶液の 1H NMR スペクトル 
 






― 14 ― 
 
 







図 7 規格化した信号面積と観測中心からの信号の周波数差の関係 
図 6 における①～⑧の信号のプロットを区別せずに示した。 
 
６-４ 分析対象成分および定量用基準物質の信号面積に寄与する 1H 核の個数の標準不確かさ 
６-４-１ 不確かさ評価方法 




 同位体組成に関する IUPAC のテクニカルレポートレポート 7)から 1H 天然存在比の下限値を参照し，半幅を (1-当該下
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   00009.03
99984421.01
unit Hu   
 
ここで，本事例に用いた分析対象成分の信号面積，定量用基準物質の信号面積に寄与する 1 分子あたりの 1H 核の総数
はそれぞれ 6 個，9 個であるから，以下のように 1H 核の個数の不確かさをそれぞれ算出した。 
 
     00054.06 unita  HuHu   








 分析対象成分および定量用基準物質のモル質量 Ma, Mis の不確かさを評価するにあたり，まずこれらのモル質量を評価
した。本事例研究では，分析対象成分の分子式が C10H7N3S，定量用基準物質の分子式が C6H9D6NaO3SSi なので，原子量
に関する IUPAC のテクニカルレポートレポート 8)の Table 1 および Table 3，同位体組成に関する IUPAC のテクニカルレ
ポートレポート 7)を参照すると，C の原子量が 12.011，H の原子量が 1.008，N の原子量が 14.007，O の原子量が 15.999，
S の原子量が 32.06，Si の原子量が 28.085，D の原子量が 2.0141017779，Na の原子量が 22.98976928 であるから，以下の
ようにモル質量を算出した。 
 





M   




て足し合わせることで，モル質量の不確かさを算出した。すなわち，C, H, N, O, Si の上限値から下限値の範囲はいずれも
0.002 であり，S, D, Na の上限値から下限値の範囲はそれぞれ 0.02，0.0000000012，0.00000004 であるため，これらを 2√3
で割った値を各原子量の不確かさとし，これらに 1 分子あたりの各原子の個数をそれぞれ乗じて以下のようにモル質量の
















 Mu   































Mu   








 用いた天びんの校正証明書において，校正証明書の校正結果に記載された拡張不確かさを包含係数 (k=2) で割って不
確かさを算出することとした。このとき，不確かさの過小評価を避けるために，各風袋の質量より大きな値を持つ荷重に










 分銅の拡張不確かささ校正結果の拡張不確かWuWu   
 








 WuWu   
 






(k=2) で割って不確かさを算出することとした。ただし，分析試料 (あるいは標準物質) のはかり取りの際に分銅の不確
かさはキャンセルされるが，質量のトレーサビリティは分銅の不確かさを介して確保されているため，ここでも参照する
校正結果の不確かさから分銅の不確かさを取り除くと質量のトレーサビリティが途切れてしまうと考えられた。そこで，
以下のように，単に校正証明書の校正結果に記載された拡張不確かさを包含係数 (k=2) で割って不確かさを算出した。 
 
     )mg(0025.02
0050.0













の密度範囲を 0.5 (g/cm3)～3.0 (g/cm3) と仮定した。この場合，当該範囲における中心値である 1.75 を分析試料および標準
物質の密度の典型値とした。ここで，算出した密度に関して 0.5 を下限に，3.0 を上限とする一様分布を仮定し，以下の
ように密度の不確かさを算出した。なお，さらなる考察は８-２参照。 
 
     )g/cm(72.032
5.00.3 3









 ６-７と同様，分析試料および標準物質の密度範囲を 0.5 (g/cm3)～3.0 (g/cm3) と仮定した。このとき，浮力に関するフ
ァクターが取り得る範囲を以下のように計算した。すなわち，標準物質の密度が 3.0 g/cm3，分析試料の密度の密度が 0.5 










f   
 
となった。一方，標準物質の密度が 0.5 g/cm3，分析試料の密度の密度が 3.0 g/cm3のとき，浮力に関するファクターは最










f   
 




   　50011.032












   )kg/kg(0020.02
0040.0










 本事例研究では表 1 に示すように試料調製を 4 回，繰返し測定を 3 回，採用する分析対象成分の信号を 3 個として純度
を算出した結果の一覧を作成した。 
 




計 36 (=4×3×3) の全データより試料調製の再現性，測定の繰返し性および分析対象成分の複数の信号間における値の差
異に起因する不確かさを一度に算出するための正しい分散分析を実施できないと考えられる場合がある。そこで，本事例
研究では，表 1 のうち同一のスペクトルで得られた信号ごとの純度を平均し，表 2 を作成した。 
 
表 2 表 1 のうち同一のスペクトルで得られた信号ごとの純度を平均した表 
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表 3 一元配置の分散分析の結果 
 
 




   　(kg/kg) 02800.0prep u   




よう変形した表 4 を用いて，計算する。分析値とする全データの平均値 (0.9941 kg/kg) に対して，信号ごとの純度の平均




  (kg/kg) 00092.03
9925.09941.0







 得られた分析値は表 1 に示した通り，0.9941 (kg/kg) となった。まず，式(2)を用いて，分析試料および標準物質の密度
の不確かさ評価により，浮力が定量 NMR 法による分析値へ与える影響を一律に評価した場合のバジェットシートを表 5
に示す。 
 
要  因 Ｓ ｆ Ｖ 期待値 分散の期待値 n 分散の期待値/n 標準不確かさ (kg/kg)
試料調製の再現性 0.00000704 3 0.00000235 σe22+3σS2 0.00000031 4 7.83333E-08 0.00028
測定の繰返し性 0.0000113 8 0.00000141 σe22 0.00000141 12 1.175E-07 0.00034
n
S(試料調製数) 4 S 4 分散分析プログラムマニュアル
e(繰返し測定数) 3 S×e 12 （計測標準研究部門 物性統計科 応用統計研究室）
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表 5 分析試料および標準物質の密度の不確かさ評価により，浮力が分析値へ与える影響を評価したバジェットシート 
 
したがって，式(2)を用いた場合の定量 NMR 法による分析値は， 
 2)( kg/kg 0.70  kg/kg 9941.0a  kP   
となった。ここで，0.70 kg/kg は約 95 %の信頼の水準を持つ拡張不確かさ (k=2) である。 
一方，式(3)を用いて，分析試料および標準物質の密度に関する項の比を浮力に関するファクターの形で考え，当該不
確かさの評価により，浮力が定量 NMR 法による分析値へ与える影響を一律に評価したバジェットシートを表 6 に示す。 
 
表 6 浮力に関するファクターの不確かさ評価により，浮力が分析値へ与える影響を評価したバジェットシート 
 
u (ɛ prep) 試料調製の再現性に起因する不確かさ 0 kg/kg 0.00028 kg/kg 2.80E-04
u (ɛ rep) 測定の繰返し性に起因する不確かさ 0 kg/kg 0.00034 kg/kg 3.40E-04
u (ɛ area) 信号間における値の差異に起因する不確かさ 0 kg/kg 0.00092 kg/kg 9.20E-04
u (W AS+t1) (分析試料＋風袋)の質量の不確かさ 40.1033 mg 0.0025 mg 1.64E-04
u (W t1) 分析試料用風袋の質量の不確かさ 24.1287 mg 0.0018 mg 1.18E-04
u (W RM+t2) (標準物質＋風袋)の質量の不確かさ 25.0405 mg 0.0025 mg 2.04E-03
u (W t2) 標準物質用風袋の質量の不確かさ 23.8158 mg 0.0018 mg 1.47E-03
u (d AS) 分析試料の密度の不確かさ 1.75 g/cm3 0.72 g/cm3 2.80E-04
u (d RM) 標準物質の密度の不確かさ 1.75 g/cm3 0.72 g/cm3 2.80E-04
u (S aa) 分析対象成分の信号面積(実測値)の不確かさ 66.7038 ―
u (S isa) 定量用基準物質の信号面積(実測値)の不確かさ 6.6864 ―
u (S as) 共鳴現象に起因する分析対象成分の信号面積の低下の不確かさ 1 0.00003 2.98E-05
u (S iss) 共鳴現象に起因する定量用基準物質の信号面積の低下の不確かさ 1 0.00003 2.98E-05
u (S ai) NMR装置に起因する分析対象成分の信号面積の低下の不確かさ 1 negligible ―
u (S isi) NMR装置に起因する定量用基準物質の信号面積の低下の不確かさ 1 negligible ―
u (H a) 分析対象成分の信号面積に寄与する1H核の個数の不確かさ 6 0.00054 8.95E-05
u (H is) 定量用基準物質の信号面積に寄与する1H核の個数の不確かさ 9 0.00081 8.95E-05
u (M a) 分析対象成分のモル質量の不確かさ 201.25 g/mol 0.01 g/mol 4.94E-05
u (M is) 定量用基準物質のモル質量の不確かさ 224.35 g/mol 0.01 g/mol 4.43E-05
u (P is) 定量用基準物質の純度の不確かさ 0.923 kg/kg 0.002 kg/kg 2.15E-03
0.0035
0.0070
Included in u (ɛ rep)
Included in u (ɛ rep)
記号 要因 標準不確かさ(kg/kg)値 標準不確かさ
合成標準不確かさ (kg/kg)
拡張不確かさ (kg/kg, k =2)
u (ɛ prep) 試料調製の再現性に起因する不確かさ 0 kg/kg 0.00028 kg/kg 2.80E-04
u (ɛ rep) 測定の繰返し性に起因する不確かさ 0 kg/kg 0.00034 kg/kg 3.40E-04
u (ɛ area) 信号間における値の差異に起因する不確かさ 0 kg/kg 0.00092 kg/kg 9.20E-04
u (W AS+t1) (分析試料＋風袋)の質量の不確かさ 40.1033 mg 0.0025 mg 1.64E-04
u (W t1) 分析試料用風袋の質量の不確かさ 24.1287 mg 0.0018 mg 1.18E-04
u (W RM+t2) (標準物質＋風袋)の質量の不確かさ 25.0405 mg 0.0025 mg 2.04E-03
u (W t2) 標準物質用風袋の質量の不確かさ 23.8158 mg 0.0018 mg 1.47E-03
u (f ) 浮力に関するファクターの不確かさ 1 0.00115 1.14E-03
u (S aa) 分析対象成分の信号面積(実測値)の不確かさ 66.7038 ―
u (S isa) 定量用基準物質の信号面積(実測値)の不確かさ 6.6864 ―
u (S as) 共鳴現象に起因する分析対象成分の信号面積の低下の不確かさ 1 0.00003 2.98E-05
u (S iss) 共鳴現象に起因する定量用基準物質の信号面積の低下の不確かさ 1 0.00003 2.98E-05
u (S ai) NMR装置に起因する分析対象成分の信号面積の低下の不確かさ 1 negligible ―
u (S isi) NMR装置に起因する定量用基準物質の信号面積の低下の不確かさ 1 negligible ―
u (H a) 分析対象成分の信号面積に寄与する1H核の個数の不確かさ 6 0.00054 8.95E-05
u (H is) 定量用基準物質の信号面積に寄与する1H核の個数の不確かさ 9 0.00081 8.95E-05
u (M a) 分析対象成分のモル質量の不確かさ 201.25 g/mol 0.01 g/mol 4.94E-05
u (M is) 定量用基準物質のモル質量の不確かさ 224.35 g/mol 0.01 g/mol 4.43E-05




拡張不確かさ (kg/kg, k =2)
標準不確かさ
(kg/kg)
Included in u (ɛ rep)
Included in u (ɛ rep)
記号 要因 値 標準不確かさ
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したがって，式(3)を用いた場合の定量 NMR 法による分析値は， 
 2)( kg/kg 0.74  kg/kg 9941.0a  kP   





感じてきた主に以下の 4 つの要因について，不確かさ評価方法等を見直した。 
 





８-１-２ NMR 装置に起因する分析対象成分および定量用基準物質の信号面積の低下の標準不確かさ 
 NMR 装置のフィルタによる信号面積の低下は偏り成分であると考えているが，最適化した測定条件で信号面積の変動
を評価したところ，信号面積は単にばらついているだけであり，当該面積の低下は測定の繰返し性に対して十分に小さい
































８-２-１ 2 つの評価方法とその違い 











かさで 0.00028 kg/kg となった (表 5 参照)。そのため，両者を合成すると，方法 1 で評価した場合の分析値へ与える影響
は，0.00040 kg/kg となることがわかった。一方，方法 2 で評価した場合，浮力に関するファクターが分析値へ与える影響
としては，標準不確かさで 0.00114 kg/kg となった (表 6 参照)。 
 
８-２-２ テイラー級数展開における高次項の標準不確かさ 
８-２-１において，方法 1 に対して方法 2 で評価した場合に分析値へ与える影響が 2 倍以上大きくなったが，方法 1 で
評価した場合に不確かさを過小評価していると考えられる。すなわち，方法 1 で用いた式(2)中の分析試料および標準物
質の密度に関わる項に起因して，式(2)の非線形性が大きくなり，その結果としてテイラー級数展開における高次の項に
よる影響を無視することができなくなっていると考えられる。そのため，式(2)に GUM 5.1.2 項 10)の注の式を適用し，密
度に関する高次の項の不確かさを式(4)に加える必要がある。 
式(2)に GUM5.1.2 項の注の式を適用して得られる密度に関する高次の項は以下のように与えられる。 
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 すなわち，  
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 )kg/kg(00046.0)( 　hu   
となった。なお， u(h): テイラー級数展開における密度に関する高次の項の標準不確かさ (kg/kg) である。 
以上より得られた 0.00046 kg/kg と，分析試料および標準物質の密度が分析値へ与える 1 次の項の影響の総和である






いて 0.5 g/cm3～3.0 g/cm3の範囲でそれぞれ乱数を発生させ，分析試料および標準物質それぞれの密度に関する項の比 (す
なわち，浮力に関するファクター) のヒストグラムを取得した (Q&A-3 参照)。その結果を図 8 に示す。 
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図 8 モンテカルロ法により得た浮力に関するファクターの確率密度関数 
黒色線は，モンテカルロ法により計算した平均と標準偏差をパラメータに持つ正規分布の確率密度関数を示す。 
 
その結果，図 8 における全データである 50000 個の標準偏差 (この場合，標準不確かさと考える) は，0.00066 kg/kg と
なった。したがって，密度に関する高次の項も考慮した方法 1 で評価した値 (0.00061 kg/kg) と同等となったことから，
方法 1 において分析試料および標準物質の密度に関する高次の項を併せて評価すれば，妥当な評価を行えると考えられる。
そこで，この高次の項の標準不確かさを表 5 に加えることで，浮力が定量 NMR 法による分析値へ与える影響を一律に正

































































































u (ɛ prep) 試料調製の再現性に起因する不確かさ 0 kg/kg 0.00028 kg/kg 2.80E-04
u (ɛ rep) 測定の繰返し性に起因する不確かさ 0 kg/kg 0.00034 kg/kg 3.40E-04
u (ɛ area) 信号間における値の差異に起因する不確かさ 0 kg/kg 0.00092 kg/kg 9.20E-04
u (W AS+t1) (分析試料＋風袋)の質量の不確かさ 40.1033 mg 0.0025 mg 1.64E-04
u (W t1) 分析試料用風袋の質量の不確かさ 24.1287 mg 0.0018 mg 1.18E-04
u (W RM+t2) (標準物質＋風袋)の質量の不確かさ 25.0405 mg 0.0025 mg 2.04E-03
u (W t2) 標準物質用風袋の質量の不確かさ 23.8158 mg 0.0018 mg 1.47E-03
u (d AS) 分析試料の密度の不確かさ 1.75 g/cm3 0.72 g/cm3 2.80E-04
u (d RM) 標準物質の密度の不確かさ 1.75 g/cm3 0.72 g/cm3 2.80E-04
u (h ) テイラー級数展開における密度に関する高次項の不確かさ 0 kg/kg 0.00046 kg/kg 4.60E-04
u (S aa) 分析対象成分の信号面積(実測値)の不確かさ 66.7038 ―
u (S isa) 定量用基準物質の信号面積(実測値)の不確かさ 6.6864 ―
u (S as) 共鳴現象に起因する分析対象成分の信号面積の低下の不確かさ 1 0.00003 2.98E-05
u (S iss) 共鳴現象に起因する定量用基準物質の信号面積の低下の不確かさ 1 0.00003 2.98E-05
u (S ai) NMR装置に起因する分析対象成分の信号面積の低下の不確かさ 1 negligible ―
u (S isi) NMR装置に起因する定量用基準物質の信号面積の低下の不確かさ 1 negligible ―
u (H a) 分析対象成分の信号面積に寄与する1H核の個数の不確かさ 6 0.00054 8.95E-05
u (H is) 定量用基準物質の信号面積に寄与する1H核の個数の不確かさ 9 0.00081 8.95E-05
u (M a) 分析対象成分のモル質量の不確かさ 201.25 g/mol 0.01 g/mol 4.94E-05
u (M is) 定量用基準物質のモル質量の不確かさ 224.35 g/mol 0.01 g/mol 4.43E-05





Included in u (ɛ rep)
Included in u (ɛ rep)
記号 要因 値 標準不確かさ
合成標準不確かさ (kg/kg)
拡張不確かさ (kg/kg, k =2)




 2)( kg/kg 0.72  kg/kg 9941.0a  kP   
となった。ここで，0.72 kg/kg は約 95 %の信頼の水準を持つ拡張不確かさ (k=2) である。 
一方，方法 1 に対して分析値へ及ぼす影響が 2 倍以上大きくなった方法 2 では，浮力に関するファクターの分布を本来
の分布 (図 8 のヒストグラムの形状を参照) とはかけ離れた一様分布と仮定して評価したために，不確かさの明らかな過
大評価を行ったと考えられる。そのため，浮力が定量NMR法による分析値へ与える影響を一律に正しく評価する際には，
方法 1 が妥当であると結論付けた。 
以上より，今後は方法 1 により浮力が分析値へ与える影響を一律に評価した表 7 のバジェットシートを活用していきた
いと考えている。なお，不確かさは多少大きくなるものの，方法 1 より簡便である方法 2 は汎用的な不確かさ評価方法と
して十分に活用することができるため，今後の定量 NMR 法の普及活動 12)-14)において導入することを考えていきたい。 
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の不確かさを評価」しています。これは，つまり C10H7N3S について，C，H，N，S のモル質量を M(C)，M(H)，M(N)，
M(S)，それらの標準不確かさをそれぞれ u(M(C))，u(M(H))，u(M(N))，u(M(S))とすると，C10H7N3S のモル質量の標準不確
かさを 
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                 2222a SN3H710 MuMuMuCMuMu   
とすることかと思います。なぜこのような評価をするのでしょうか。例えば， 




         SN3H7C10a MMMMMu   
この式に，不確かさの伝播則を当てはめたものが，上の 1 番目の式になることはすぐに分かると思います。2 番目の式と
の比較で言えば，ここで重要なことは，例えば 10 個の C 原子のモル質量値について，すべて同一の真の C 原子のモル質










らのずれは，同じように 2 つの質量に影響します。つまり，そのずれの影響で，(分析試料+風袋) の質量が 0.001 mg 大き




が考えられます。これは，仮にその影響で，例えば (分析試料+風袋) の質量が 0.001 mg 大きくなるとしても，風袋の質
量も同じように 0.001 mg 大きくなるとは限りません。その影響が明らかな場合には，なんらかの補正も可能ですが，こ





① j = 0。 
② j = j + 1。 
③ 標準物質の密度 dRM を[0.5, 3.0]の一様分布から 1 つ生成。 
④ 分析試料の密度 dAS を[0.5, 3.0]の一様分布から 1 つ生成。 
⑤ 浮力に関するファクターf を f = [0.99985 + 0.0012 / dRM] / [0.99985 + 0.0012 / dAS]を計算し、記録する。 
⑥ もし j < 50000 ならば、②に戻る。j = 50000 なら終了。 
 
 
